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Atherosclerosis and cardiovascular disease 
Cardiovascular disease (CVD) accounts for more than half of all of deaths in Europe [1]. Also 
in developing countries, CVD is an increasing cause of death and it is expected that these 
numbers will keep rising [2].  
 
In addition, CVD greatly increases healthcare costs. In general, national healthcare expenses 
keep increasing every year. It is estimated that CVD costs the EU €210 billion per year, as a 
result of healthcare expenses and productivity loss [3]. Current therapies mainly focus on 
either  late primary or  secondary prevention of  cardiovascular events. Most current  lipid 
lowering regimens are cost‐effective  [4]. Thus,  it  is  in everyone’s  interest  to reduce CVD 
healthcare expenses by early detection, recognition, and more effective treatment of CVD, 
as also advocated by the Dutch Heart Foundation [5].  
 
In  many  instances,  atherosclerosis  is  a  slowly  progressing  disease  leading  to  CVD.  It  is 
defined as the narrowing of large arteries by build‐up of cholesterol, extracellular matrix, 
and cellular debris in the intimal wall. The current consensus is that atherosclerosis starts 
with  endothelial  dysfunction,  induced  by  varying  stressors  including  shear  stress, 
hypertension, dyslipidemia, and hyperglycemia. As a result, endothelial cell tight junctions 
become  defective,  slowly  allowing  cholesterol  laden  lipoproteins  to  enter  the  sub‐
endothelial space, which hardly exists  in physiological conditions  [6].  Intimal  low density 
lipoprotein  (LDL)  undergoes  oxidation  (oxLDL)  via  various  pathways,  further  stressing 
surrounding cells [7]. In response to lipids entering the sub‐endothelial space, endothelial 
cells  are  prompted  to  express  adhesion molecules  on  their  luminal  surface  (e.g.  ICAM, 
VCAM). The latter serve as docking stations to allow circulating monocytes to halt at the 
stressed  endothelium  and  extravasate,  entering  the  intimal  space  [6].  Here, monocytes 
differentiate  into  macrophages  with  the  purpose  to  clear  the  intima  from  oxidized, 
cholesterol  laden  lipoproteins.  Ingestion  of  these  cholesterol  particles  by  macrophages 
triggers pro‐inflammatory and chemotactic cytokine excretion, and reactive oxygen species 
(ROS) production. This results in attraction of even more monocytes from the circulation [8‐
9]. Importantly, the intimal macrophages are unable to successfully clear the accumulated 
lipoproteins.  Excessive  oxLDL  ingestion  leads  to  foam  cell  formation,  as  macrophage 
receptors for oxLDL uptake are not downregulated in response to oxLDL uptake [10]. This 
results in exaggerated stress signals, and macrophage cell death, creating a hostile intimal 
environment [11]. It is a vicious circle in which stressed foam cells attract more monocytes, 
which undergo secondary necrosis due to compromised apoptotic cell clearance, and will 
eventually lead to progressive growth of the necrotic core and fatty lesion [12].  
 
With increasing growth of the aggravating lipid‐macrophage remnant pool, other cells come 
into play. While other immune cells are recruited to steer local inflammatory signaling [13‐
14],  without  significant  resolving  effects,  non‐immune  cells  are  also  involved.  Smooth 
muscle cells (SMCs) are recruited from the muscular layer of the artery (lamina media) to 
migrate  towards  the  luminal  side  of  the  plaque.  Here  they  secrete  large  amounts  of 
extracellular matrix to reinforce the cap of the plaque, in an effort to prevent plaque rupture 
[8]. While  initially  SMCs were only  thought  to produce  collagen  in  the  fibrous  cap,  new 
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  General introduction | 1 
 
  9 
Atherosclerosis and cardiovascular disease 
Cardiovascular disease (CVD) accounts for more than half of all of deaths in Europe [1]. Also 
in developing countries, CVD is an increasing cause of death and it is expected that these 
numbers will keep rising [2].  
 
In addition, CVD greatly increases healthcare costs. In general, national healthcare expenses 
keep increasing every year. It is estimated that CVD costs the EU €210 billion per year, as a 
result of healthcare expenses and productivity loss [3]. Current therapies mainly focus on 
either  late primary or  secondary prevention of  cardiovascular events. Most current  lipid 
lowering regimens are cost‐effective  [4]. Thus,  it  is  in everyone’s  interest  to reduce CVD 
healthcare expenses by early detection, recognition, and more effective treatment of CVD, 
as also advocated by the Dutch Heart Foundation [5].  
 
In  many  instances,  atherosclerosis  is  a  slowly  progressing  disease  leading  to  CVD.  It  is 
defined as the narrowing of large arteries by build‐up of cholesterol, extracellular matrix, 
and cellular debris in the intimal wall. The current consensus is that atherosclerosis starts 
with  endothelial  dysfunction,  induced  by  varying  stressors  including  shear  stress, 
hypertension, dyslipidemia, and hyperglycemia. As a result, endothelial cell tight junctions 
become  defective,  slowly  allowing  cholesterol  laden  lipoproteins  to  enter  the  sub‐
endothelial space, which hardly exists  in physiological conditions  [6].  Intimal  low density 
lipoprotein  (LDL)  undergoes  oxidation  (oxLDL)  via  various  pathways,  further  stressing 
surrounding cells [7]. In response to lipids entering the sub‐endothelial space, endothelial 
cells  are  prompted  to  express  adhesion molecules  on  their  luminal  surface  (e.g.  ICAM, 
VCAM). The latter serve as docking stations to allow circulating monocytes to halt at the 
stressed  endothelium  and  extravasate,  entering  the  intimal  space  [6].  Here, monocytes 
differentiate  into  macrophages  with  the  purpose  to  clear  the  intima  from  oxidized, 
cholesterol  laden  lipoproteins.  Ingestion  of  these  cholesterol  particles  by  macrophages 
triggers pro‐inflammatory and chemotactic cytokine excretion, and reactive oxygen species 
(ROS) production. This results in attraction of even more monocytes from the circulation [8‐
9]. Importantly, the intimal macrophages are unable to successfully clear the accumulated 
lipoproteins.  Excessive  oxLDL  ingestion  leads  to  foam  cell  formation,  as  macrophage 
receptors for oxLDL uptake are not downregulated in response to oxLDL uptake [10]. This 
results in exaggerated stress signals, and macrophage cell death, creating a hostile intimal 
environment [11]. It is a vicious circle in which stressed foam cells attract more monocytes, 
which undergo secondary necrosis due to compromised apoptotic cell clearance, and will 
eventually lead to progressive growth of the necrotic core and fatty lesion [12].  
 
With increasing growth of the aggravating lipid‐macrophage remnant pool, other cells come 
into play. While other immune cells are recruited to steer local inflammatory signaling [13‐
14],  without  significant  resolving  effects,  non‐immune  cells  are  also  involved.  Smooth 
muscle cells (SMCs) are recruited from the muscular layer of the artery (lamina media) to 
migrate  towards  the  luminal  side  of  the  plaque.  Here  they  secrete  large  amounts  of 
extracellular matrix to reinforce the cap of the plaque, in an effort to prevent plaque rupture 
[8]. While  initially  SMCs were only  thought  to produce  collagen  in  the  fibrous  cap,  new 
9 
General introduction | 1 
01
14671_Demandt_BNW.indd   9 03-01-20   11:11
1 | General introduction 
 10 
functions  are  emerging.  Several  labs  have  shown  that  SMCs  can  transdifferentiate  to  a 
macrophage like cell type and take up lipids, [15] further complicating the understanding of 
their contribution to atherosclerosis. In addition, fibroblast‐like cells are recruited from the 
media  into  the  atherosclerotic  plaque  [16]  or  accumulate  after  transdifferentiation  of 
vascular endothelial cells (endothelial‐to‐mesenchymal transition (EndMT)) [17]. Functions 
of fibroblast‐like cells in plaque development are just starting to be uncovered.  
 
Regardless of the mechanisms of plaque growth and progression, symptoms atherosclerosis 
will  clinically not emerge until  a  substantial  amount of  the  vessel  lumen  is  stenosed, or 
plaque material comes into contact with the circulation. When plaque components make 
contact  with  blood,  coagulation  pathways  are  initiated,  forming  a  thrombus  [18].  This 
thrombus releases from the plaque at some point, and blocks blood flow in smaller blood 
vessels to end organs, leading to stroke or myocardial infarction, for instance. About 66% 
of sudden deaths by coronary thrombosis are attributed to plaque rupture, about 33% to 
plaque erosion and the rest to calcified nodules [19].  
 
Preventing CVD 
Cardiovascular risk management is an important measure to prevent clinical symptoms of 
atherosclerosis. To assess the risk of developing a cardiovascular event, an approximation 
of  the  individual  risk  is  made,  based  on  common  clinical  parameters  such  as  age,  sex, 
smoking behavior, blood pressure, circulating lipids, and possible co‐morbidities. First of all, 
life‐style changes can decrease the risk of developing CVD, in as quickly as 6 months after 
onset of these life‐style changes [20]. Anti‐hypertensive drugs with differing mechanisms of 
action are regularly used, and have been proven effective for primary prevention of CVD 
[21].  Also,  anti‐coagulant  or  anti‐platelet  therapy  for  patients  suffering  from    atrial 
fibrillation  or  earlier  arterial  thrombotic  events  for  example,  is  widely  employed. 
Additionally, two years ago, a large trial showed the active involvement of systemic low‐
grade inflammation in CVD [22]. However, this seems only an initial step towards large scale 
anti‐inflammatory treatment of patients at risk for CVD, as another group showed relevance 
of  inflammatory cytokines for plaque stability parameters  in mice [23]. Lastly, circulating 
lipids form a valuable treatment target, in the context of CVD prevention. Since this thesis 
partly focusses on the role of cholesterol in atherosclerosis, more emphasis will be put on 
the role of cholesterol as a risk factor in CVD, compared to previously mentioned players. 
 
Cholesterol homeostasis in atherosclerosis 
Lipid lowering treatments hold a prominent position in current clinical cardiovascular risk 
management. Lipids are taken up from the intestinal lumen or are produced by the liver and 
exist in several forms in the circulation. Chylomicrons, very low‐density lipoprotein (VLDL) 
and LDL are considered to be pro‐atherogenic, lipid carrying proteins transporting lipids to 
peripheral tissues. Meanwhile, high‐density lipoprotein (HDL) transports cholesterol from 
peripheral  tissue  to  the  liver  and  hence  is  thought  to  work  anti‐atherogenic  [24‐25]. 
However,  HDL  can  become  dysfunctional,  resulting  in  pro‐atherogenic  effects  [26]. 
Chylomicrons, secreted by enterocytes, move towards the liver to repackage its remaining 
contents. On its way, lipoprotein lipase (LPL) can deacetylate triglycerides, reducing their 
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lipophilicity, and enabling uptake by other lipoproteins or tissues from chylomicrons. Also, 
exchange  of  lipids  can  take  place  from  HDL  to  VLDL/LDL  lipoproteins.  In  most  cases, 
cholesteryl esters are exchanged for triacylglycerols via cholesteryl ester transfer protein 
(CETP) [27]. Eventually, chylomicron remnants are taken up by the liver via the LDL receptor 
or LDL receptor‐like proteins (LRP) [28]. VLDL deprived from triglycerides can finally turn 
into LDL, which fuels atheroma formation. 
 
As mentioned, HDL has anti‐atherogenic properties  since HDL  is  essential  for a pathway 
called  reversed cholesterol  transport  (RCT). Macrophages play an  important  role  in RCT, 
being able  to  transport  ingested cholesterol  via ATP‐binding  cassette  family member A1 
(ABCA1) to Apo‐A1 particles in the circulation, forming preβ‐HDL particles. Subsequently, 
preβ‐HDL  can accept more  cholesterol  via  scavenger  receptor  class B member 1 (SR‐B1) 
and ATP‐binding  cassette  family  member  G1 (ABCG1),  eventually  forming  mature  αHDL 
particles. HDL can then deliver cholesterol to the liver via SR‐B1 on hepatocytes or exchange 
cholesteryl esters for triglycerides with Apo‐B100 proteins like LDL via CETP, as mentioned 
before. Hepatocytes can process cholesterol via a cascade of cytochrome P450 enzymes 
into bile acids, and excrete cholesterol via ATP‐binding cassette family member G5 and G8 
(ABCG5/8) to the bile, and hence clear cholesterol as fecal neutral sterols via the feces [29].  
 
Cholesterol lowering therapies have already been embedded in clinical cardiovascular risk 
management  for  decades.  Interestingly,  only  recently  LDL  cholesterol  was  officially 
announced to play a true causal role  in CVD based on the combined evidence of genetic 
studies, prospective epidemiologic cohort studies, Mendelian randomization studies, and 
randomized trials of LDL‐lowering therapies [30]. Several large trials showed that there is a 
seemingly  linear  correlation  between  circulating  LDL  cholesterol  levels  and  the  risk  of 
cardiovascular events [31]. Statin therapy combined with ezetimibe can yield extremely low 
LDL  levels  [31]  and  proprotein  convertase  subtilisin/kexin  type  9 (PCSK9)  inhibitors  can 
lower cholesterol even further [32]. Both these therapies are quite successful in achieving 
very low levels of LDL, although they are not flawless. Statins are thought to cause adverse 
effects like muscle pain [33] and are associated with increased risk of developing diabetes 
mellitus  [34]. Moreover, PCSK9  inhibitors  reduce LDL  levels  to extremely  low  levels, but 
cannot induce plaque regression as efficiently as statin combination treatments [35]. 
 
Furthermore, during  the  last  decades other  avenues  to modulate  circulating  cholesterol 
levels have been explored. Fibric acid derivatives (fibrates), reducing circulating triglycerides 
and LDL, and increasing HDL, were proven to have limited beneficial effects in primary and 
secondary CVD prevention [36‐37]. Clinical trials assessing CETP inhibitors, primarily aiming 
to  increase  HDL  levels,  have  been  stopped  prematurely  due  to  adverse  events.  Only 
recently, the first trial showing a slight positive effect of this treatment has emerged [38]. 
Augmenting  lecithin:  cholesterol acyltransferase  (LCAT)  function might aid  in cholesterol 
clearance via RCT, although current evidence does not entirely support this [39]. Another 
possible  target  for CVD  reduction  is  lipoprotein  (a)  (Lp(a)), which  is  an  independent  risk 
factor for CVD [40]. Convincing clinical trials underlining the independent benefit of Lp(a) 
lowering are, however, still lacking. The most successful compound to reduce Lp(a) levels at 
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functions  are  emerging.  Several  labs  have  shown  that  SMCs  can  transdifferentiate  to  a 
macrophage like cell type and take up lipids, [15] further complicating the understanding of 
their contribution to atherosclerosis. In addition, fibroblast‐like cells are recruited from the 
media  into  the  atherosclerotic  plaque  [16]  or  accumulate  after  transdifferentiation  of 
vascular endothelial cells (endothelial‐to‐mesenchymal transition (EndMT)) [17]. Functions 
of fibroblast‐like cells in plaque development are just starting to be uncovered.  
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will  clinically not emerge until  a  substantial  amount of  the  vessel  lumen  is  stenosed, or 
plaque material comes into contact with the circulation. When plaque components make 
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anti‐inflammatory treatment of patients at risk for CVD, as another group showed relevance 
of  inflammatory cytokines for plaque stability parameters  in mice [23]. Lastly, circulating 
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Cholesterol homeostasis in atherosclerosis 
Lipid lowering treatments hold a prominent position in current clinical cardiovascular risk 
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lipophilicity, and enabling uptake by other lipoproteins or tissues from chylomicrons. Also, 
exchange  of  lipids  can  take  place  from  HDL  to  VLDL/LDL  lipoproteins.  In  most  cases, 
cholesteryl esters are exchanged for triacylglycerols via cholesteryl ester transfer protein 
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this moment,  is nicotinic acid  [41],  although  this  failed  to  show any beneficial  effects  in 
several clinical trials [40]. The magnitude of PCSK9 inhibitors in reducing CVD risk, as a direct 
consequence of Lp(a) reduction, are poorly studied. Nevertheless, the FOURIER trial showed 
a  slight protective effect  (15%  risk  reduction) of PCSK9  inhibitor  induced Lp(a)  lowering, 
independent of LDL cholesterol reduction [42]. In conclusion, lowering of LDL cholesterol, 
using  statin  combination  therapy,  still  seems  the  way‐to‐go  approach  in  CVD  risk 
management.  Since  statins  and  statin  combination  therapies  do  not  prevent  all 
cardiovascular events, and have their drawbacks as indicated, this leaves a niche to explore 
new avenues for lowering circulating non‐HDL cholesterol. 
 
Trans Intestinal Cholesterol Excretion (TICE) 
One of these new avenues might be trans‐intestinal cholesterol excretion (TICE). Although 
it  was  named  for  the  first  time  in  2007  [43],  it  received  relatively  little  attention.  TICE 
describes a method of cholesterol excretion, independent of the biliary route. It is known 
to occur in vitro, ex vivo and in vivo in animals and humans [44‐46]. Interestingly, TICE was 
shown  to  contribute  to  35%  of  fecal  neutral  sterol  excretion  in  a  small  group  of 
hypercholesterolemic men [47].  
 
The  exact mechanism  through  which  TICE  acts  is  not  elucidated  yet,  although multiple 
involved  proteins  have  been  identified.  Upon  translation,  ABCG5  and  ABCG8  dimerize, 
incorporate into the apical cell membrane and facilitate cholesterol efflux from hepatocytes 
into the bile, and from enterocytes into the gut lumen [48]. Knockout studies of ABCG5 in 
mice  reduced  TICE  by  40%  [49],  while  ABCG8  knockout  did  not  influence  TICE  [43]. 
Moreover,  enterocytes  express ABCB1a/b,  a  protein pump  removing  foreign  substances 
from the cell. Genetic and pharmacologically induced deficiency of this protein in mice, led 
to a 26.5% reduction in TICE [44]. Interestingly, Ezetimibe, a drug inhibiting the main luminal 
cholesterol uptake protein in the intestine, Niemann‐Pick type C1 Like protein 1 (NPC1L1), 
was  found  to  induce  cholesterol  excretion  from  enterocytes  towards  the  lumen  in  an 
ABCG5/8 dependent manner  [50‐51]. Thus,  the effects of Ezetimibe  in humans might be 
partly due to increased TICE. 
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Hypoxia in CVD and atherosclerosis 
The conventional risk factors for developing CVD, as mentioned earlier, are widely studied. 
Less light has been shed on the role of hypoxia in atherosclerosis, despite plaque hypoxia 
has been a known phenomenon in several species for decades [52‐55]. First evidence was 
found  in  1973,  when  reduced  oxygen  tension  in  atherosclerotic  aortas  was  shown  by 
Heughan et al., by applying microelectrodes  to  infrarenal aortas  in anesthetized  rabbits. 
Surprisingly, it seemed oxygen consumption led to hypoxia rather than oxygen diffusion, as 
the lowest oxygen tensions were measured in cellular regions proximal to the vessel lumen 
[56]. Interestingly, treating rabbits and mice with hyperbaric oxygen therapy (100% O2) was 
shown  to  reduce  plaque  progression  and  alleviate  pro‐inflammatory  responses  [57‐59]. 
However, intra‐plaque mechanistic insights were not provided in these studies, nor did the 
authors  provide  any  clues  on  whether  the  oxygen  really  arrived  inside  the  plaque.  In 
addition,  patients  suffering  from obstructive  sleep  apnea  syndrome  (OSAS), which  have 
extensive periods of hypoxemia during their sleep, were shown to have significantly higher 
circulating  levels  of  triglycerides  and  total  cholesterol  compared  to  body‐mass  index 
matched controls [60]. Moreover, blood oxygen restoration with continuous positive airway 
pressure (cPAP) therapy slightly lowered circulating cholesterol levels in OSA subjects [61]. 
Following these studies, it is well conceivable that hypoxia plays a role in atherogenesis, and 
restoration of hypoxemia might alleviate detrimental effects. Whether reoxygenation of the 
plaque itself, via systemic hyperoxemia, is beneficial for plaque development, remains to 
be  established.  Also,  the  approach  to  achieve  hyperoxemia  can  be debated. Hyperbaric 
oxygen  therapy  contains  several  drawbacks.  Barotrauma  of  the middle  ear  is  the most 
common adverse effect. This can be possibly followed by middle ear effusion and tympanic 
membrane rupture [62‐63]. Sinus and lung barotrauma as well as pulmonary oxygen toxicity 
are less reported, nonetheless inconvenient other side effects of hyperbaric oxygen therapy 
[63‐65]. Alternatively, enhancing blood oxygen levels with carbogen gas does not require 
hyperbaric conditions. Moreover, addition of carbon dioxide to the gas mixture prevents 
respiration  suppression,  excessive  vasoconstriction  and  shifts  the  hemoglobin‐oxygen 
dissociation  curve  towards  the  right  [66]. Hence,  carbogen  treatment might  be  a  viable 
option to restore plaque oxygen levels in an experimental setting.  
 
Next, it is important to assess whether these therapies actually enhance oxygen delivery to 
the  plaque.  This  is  instrumental  to  test  a  possibly  causal  relationship  between 
atherosclerosis and local hypoxia. Tissue hypoxia can be measured ex vivo using imidazole 
derivates. Pimonidazole, for instance, forms adducts with thiol groups  in vivo, binding to 
proteins,  peptides  and  amino  acids  at  oxygen  rates  of  approximately  <1%  [67]  (pO2< 
10mmHg [68]). Thiol adducts can be targeted with antibodies and visualized ex vivo with 
immunohistochemistry.  
 
Plaque hypoxia imaging in vivo 
Sluimer et al. were the first to show ex vivo that also human advanced plaques are hypoxic 
and hypoxia  is  correlated with  the presence of macrophages  and expression of  hypoxia 
inducible factor 1α (HIF1α) and vascular endothelial growth factor (VEGF) [55]. Hypoxia can 
promote intraplaque micro‐vessel formation [69]. These micro‐vessels are malformed and 
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this moment,  is nicotinic acid  [41],  although  this  failed  to  show any beneficial  effects  in 
several clinical trials [40]. The magnitude of PCSK9 inhibitors in reducing CVD risk, as a direct 
consequence of Lp(a) reduction, are poorly studied. Nevertheless, the FOURIER trial showed 
a  slight protective effect  (15%  risk  reduction) of PCSK9  inhibitor  induced Lp(a)  lowering, 
independent of LDL cholesterol reduction [42]. In conclusion, lowering of LDL cholesterol, 
using  statin  combination  therapy,  still  seems  the  way‐to‐go  approach  in  CVD  risk 
management.  Since  statins  and  statin  combination  therapies  do  not  prevent  all 
cardiovascular events, and have their drawbacks as indicated, this leaves a niche to explore 
new avenues for lowering circulating non‐HDL cholesterol. 
 
Trans Intestinal Cholesterol Excretion (TICE) 
One of these new avenues might be trans‐intestinal cholesterol excretion (TICE). Although 
it  was  named  for  the  first  time  in  2007  [43],  it  received  relatively  little  attention.  TICE 
describes a method of cholesterol excretion, independent of the biliary route. It is known 
to occur in vitro, ex vivo and in vivo in animals and humans [44‐46]. Interestingly, TICE was 
shown  to  contribute  to  35%  of  fecal  neutral  sterol  excretion  in  a  small  group  of 
hypercholesterolemic men [47].  
 
The  exact mechanism  through  which  TICE  acts  is  not  elucidated  yet,  although multiple 
involved  proteins  have  been  identified.  Upon  translation,  ABCG5  and  ABCG8  dimerize, 
incorporate into the apical cell membrane and facilitate cholesterol efflux from hepatocytes 
into the bile, and from enterocytes into the gut lumen [48]. Knockout studies of ABCG5 in 
mice  reduced  TICE  by  40%  [49],  while  ABCG8  knockout  did  not  influence  TICE  [43]. 
Moreover,  enterocytes  express ABCB1a/b,  a  protein pump  removing  foreign  substances 
from the cell. Genetic and pharmacologically induced deficiency of this protein in mice, led 
to a 26.5% reduction in TICE [44]. Interestingly, Ezetimibe, a drug inhibiting the main luminal 
cholesterol uptake protein in the intestine, Niemann‐Pick type C1 Like protein 1 (NPC1L1), 
was  found  to  induce  cholesterol  excretion  from  enterocytes  towards  the  lumen  in  an 
ABCG5/8 dependent manner  [50‐51]. Thus,  the effects of Ezetimibe  in humans might be 
partly due to increased TICE. 
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proteins,  peptides  and  amino  acids  at  oxygen  rates  of  approximately  <1%  [67]  (pO2< 
10mmHg [68]). Thiol adducts can be targeted with antibodies and visualized ex vivo with 
immunohistochemistry.  
 
Plaque hypoxia imaging in vivo 
Sluimer et al. were the first to show ex vivo that also human advanced plaques are hypoxic 
and hypoxia  is  correlated with  the presence of macrophages  and expression of  hypoxia 
inducible factor 1α (HIF1α) and vascular endothelial growth factor (VEGF) [55]. Hypoxia can 
promote intraplaque micro‐vessel formation [69]. These micro‐vessels are malformed and 
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leaky, which enhances the chance of  intraplaque hemorrhages (IPH) [69‐70]. Since IPH is 
associated with plaque destabilization and  increased  risk of  cardiovascular events,  there 
might be clinical relevance for  in vivo imaging of plaque hypoxia as a measure to identify 
plaques  at  risk  for  rupture.  In  vivo  hypoxia  imaging  is  possible  using  positron  emitting 
tomography,  together  with  an  anatomical  imaging  technique  (CT  or  MRI).  18F‐
fluorodeoxyglucose  (FDG)‐PET/CT  was  shown  to  identify  and  discriminate  between 
symptomatic  versus  asymptomatic  carotid  atherosclerotic  plaques  in  humans  [71]. 
However,  FDG  is  taken  up  in  large  amounts  metabolically  hyperactive  rather  than 
exclusively hypoxic cells, as was shown in human plaque as well [72‐73]. Alternatively, 18F‐
2‐(4‐((2‐nitro‐1H‐imidazol‐1‐yl)methyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐1‐yl)propan‐1‐ol (HX4) is a hypoxia 
specific marker. HX4‐PET/CT was able to distinguish atherosclerotic plaques from normal 
aortic  tissue based on tissue‐to‐background ratio (TBR)  in humans [74]. Another hypoxia 
specific marker, 18F‐fluoromisonidazole (18F‐FMISO), was shown to identify hypoxia in vivo 
in  rabbit  atherosclerotic  plaques  and  its  uptake  correlated  with  macrophages,  HIF1α 
expression, and intimal neovascularization [75]. In addition, copper‐64 labeled diacetyl‐bis 
(N4‐methylthiosemicarbazone)  (64Cu‐ATSM) PET/CT was able  to  identify hypoxic  areas  in 
murine plaques [76]. 
 
Effectors of hypoxia: HIF and PHD proteins 
Hypoxia is present in atherosclerotic plaques, and is known to play an active role in several 
other  inflammatory diseases (e.g. rheumatoid arthritis, and  inflammatory bowel disease) 
[77], which makes hypoxia a suspect for causal involvement in atherogenesis. To study and 
understand the contribution of hypoxia to plaque development, one should study its central 
players. Without a doubt, the family of hypoxia inducible factors HIF1α, HIF2α and HIF3α 
are  the  master  regulators  of  hypoxic  signaling  [78].  These  proteins  are  constitutively 
expressed, but can only exert their functions upon migration into the nucleus. Here, they 
bind their HIFβ counterpart enabling them to bind to several promotor regions and function 
as  a  transcription  factor. While HIF1α  is  considered  the main  isoform  in  acute  hypoxia, 
HIF2α  regulates more prolonged hypoxic processes  [79].  The HIF  proteins  exert  isoform 
specific  functions  on  distinct  and  sometimes  similar  pathways  [80‐83].  Together,  this 
protein  family  is  involved  in metabolic  changes,  angiogenesis,  cell  growth,  survival  and 
migration.  Interestingly,  HIF  signaling  is  not  only  active  during  hypoxia  but  also  under 
normoxic conditions. HIF is for instance closely involved in inflammatory signaling pathways 
[84]. Inflammatory proteins like lipopolysaccharide (LPS), nuclear factor kappa‐light‐chain‐
enhancer of activated B cells (NF‐κB) and tumor necrosis factor α (TNFα) can upregulate HIF 
activity  [85‐87]. Vice versa,  the promotor  region of NF‐κB contains a hypoxia  responsive 
element (HRE) enabling transcriptional regulation by HIF [88].  
 
HIF activity is controlled by HIF prolyl hydroxylase domain (PHD) enzymes [89] (figure 1). 
Four  isoforms  have  been  described  to  date:  PHD1,  2,  3  [89‐90]  and  the  relatively 
understudied transmembrane PHD4 [91]. PHDs are Fe2+ and 2‐oxoglutarate dependent, and 
use oxygen as a substrate to hydroxylate specific proline residues on the HIFα subunit. This 
means  that  under  hypoxic  conditions,  these  enzymes  cannot  exert  their  HIF  inhibiting 
function as a result of substrate deprivation (Fig. 1). Although the core function of these 
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Figure 1. HIF prolyl hydroxylase mechanism of action. In normoxia, PHD uses oxygen (O2) together 
with co‐factors to hydroxylate the HIFα subunit, which can be recognized by the Von Hippel Lindau 
protein  (pVHL)  for  ubiquitination.  Subsequently,  proteasomes  target  the  HIFα  subunit  for 
degradation.  Under  hypoxia,  the  essential  oxygen  is  lacking,  enabling  HIFα  to  escape 
hydroxylation and migrate towards the nucleus for gene transcription. 
enzymes is the same, they all show a distinct affinity for different HIF isoforms and cellular 
localization [90]. More details can be found in chapter 2; a review addressing the position 
of PHD enzymes in hallmarks of atherosclerosis. In short, PHD proteins form a potentially 
interesting  target  in  atherosclerosis,  as  HIF1  was  already  shown  to  affect  plaque 
development in several cell types [92‐94]. Furthermore, previous studies uncovered a role 
of  isoform  specific  PHD  signaling  in  NF‐κB  activation  [95‐96],  fibrosis  [97‐100]  and 
lipid/glucose metabolism [101], which are all  instrumental  in atherogenesis, emphasizing 
the possible impact of PHDs in plaque development. 
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interesting  target  in  atherosclerosis,  as  HIF1  was  already  shown  to  affect  plaque 
development in several cell types [92‐94]. Furthermore, previous studies uncovered a role 
of  isoform  specific  PHD  signaling  in  NF‐κB  activation  [95‐96],  fibrosis  [97‐100]  and 
lipid/glucose metabolism [101], which are all  instrumental  in atherogenesis, emphasizing 
the possible impact of PHDs in plaque development. 
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Reporter of plaque hypoxia: CAIX  
Apart from proteins affecting hypoxic signaling there are multiple downstream candidates 
that reflect hypoxia or HIF activity, one of which being carbonic anhydrase IX (CAIX). CAIX is 
a  transmembrane  protein,  and  catalyzes  the  formation  of  HCO3‐  via  𝐻𝐻�𝐻𝐻 � 𝐻𝐻𝐻𝐻�  ↔
𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻𝐻�� � 𝐻𝐻�on the extracellular cell membrane surface [102‐103]. The Car9 gene, coding 
for  CAIX,  contains  an  HRE  and  is  hence  strongly  upregulated  upon  HIF1  activation  and 
hypoxia [104]. Under physiological conditions it is only expressed in epithelial cells of the 
stomach and proximal intestinal tract [105]. However, in cancer, CAIX has already proven 
to be of value for prognostic, and possibly therapeutic uses. For example, tissue bound CAIX 
can  indicate  prognosis  in  breast,  and  lung  cancer  [106‐108].  Interestingly,  CAIX’s 
extracellular membrane can be shed into the circulation as soluble CAIX (sCAIX) [109].  In 
addition to cell‐bound CAIX, sCAIX also has biomarker properties; in kidney, renal and lung 
cancer  sCAIX  was  associated  with  poor  prognosis  [110‐112]. Interestingly,  also  vascular 
macrophages showed expression of CAIX in human aortic aneurysms [113]. Given the strong 
relation between inflammation and HIF1 activity, it is well conceivable that CAIX might play 
a causal role in cardiovascular disease. Moreover, there might be clinical relevance in a non‐
invasive  approach  of  plaque  hypoxia  assessment,  as  plaque  hypoxia  is  correlated  with 
micro‐vessel formation hence cardiovascular events. A simple blood measurement would 
be a nice alternative to the cumbersome PET/CT scan procedures. 
 
In summary, despite a plethora of available therapies and risk assessment tools, CVD is still 
a major cause of death worldwide. One of these tools focusses on fighting dyslipidemia. As 
pointed  out,  only  a  few  of  the  current  anti‐dyslipidemic  regimens  perform  well. 
Furthermore, these compounds are not able to prevent all cardiovascular events. Hence, it 
is  evident  that  there  is  a  niche  for  new  cholesterol  lowering  treatment methods  by  for 
example  targeting  the  TICE  pathway.  In  addition  to  exploring  new  avenues  in  known 
contributors to CVD, there is mounting evidence for the importance of local plaque hypoxia. 
Little is known, however, about the causal involvement of plaque hypoxia, and its effectors 
in  atherosclerosis,  let  alone  about  its  possible  implications  for  risk  assessment  and 
treatment  of  CVD.  It  is  therefore  worthwhile  to  investigate  the  relationship  between 
hypoxia and its regulators in atherosclerosis.  
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OVERALL AIM AND HYPOTHESES 
 
The  general  aim of  this  thesis  is  to understand  the  role of  hypoxia  and  its mediators  in 
atherosclerosis. Knowledge about plaque hypoxia is rather scarce, while current treatment 
and risk assessment tools are not able to prevent all CVD. This thesis will elucidate the effect 
of hypoxia and  intervention  in hypoxic signaling on atherosclerotic plaque development. 
Thus, we explore the possibilities of plaque hypoxia and its mediators for future treatment 
of CVD. 
 
We hypothesize that: 
I.  Plaque  oxygenation  using  carbogen  gas  will  alleviate  plaque  hypoxia  and  slow 
atherogenesis. (Chapter 3) 
II.   HIF‐prolyl hydroxylase enzymes play an active, isoform and cell type specific role 
in atherosclerosis. (Chapter 4, 5, 6)  
III.  CAIX  affects  macrophage  function  and  sCAIX  is  an  accessible  biomarker  for 
cardiovascular disease. (Chapter 7) 
 
Outline of the dissertation 
It  is  known  that  atherosclerotic  plaques  are  hypoxic  across  species.  Also,  hyperoxic 
treatment of rabbits reduced plaque size even more than dietary changes alone [114]. In 
chapter 3 we will treat LDLr knockout mice with hyperoxic carbogen gas and assess plaque 
development.  We  will  also  interrogate  the  involved  mechanisms  using  in  vitro  culture 
experiments in macrophages. 
 
Once we established the involvement of hypoxia in plaque development, we performed a 
literature  search  for  molecular  targets  of  further  research.  Prolyl  hydroxylase  proteins, 
which are upstream regulators of HIF, a master switch steering hypoxic pathways, emerged 
as viable  targets.  In chapter 2 we will provide an overview of  literature addressing PHD 
proteins and their role in atherosclerosis relevant functions, and present the current state 
of and precautions for future drug development.  
 
In chapter 4 we investigated whole body PHD1 deficiency in LDLr knockout mice, focusing 
on tissue hypoxia and differential cholesterol fluxes in these mice, and its implications for 
atherosclerosis. From other fields it is known that PHDs exert isoform specific effects. Since 
whole body PHD2 deficiency and its effect on cholesterol metabolism and atherosclerosis 
had  been  studied  [115],  we  then  assessed  the  role  of  whole  body  PHD3  knockout  on 
atherogenesis in LDLr deficient mice in chapter 5.  
 
As  Aragonès  et  al.  was  able  to  show  that  cells  underwent  a metabolic  shift  upon  PHD 
deletion [116], we reasoned that myeloid cell specific deletion of PHDs might prime these 
cells  to  cope  with  intraplaque  hypoxic  conditions.  Predominantly  macrophages  were 
hypoxic inside the plaque (chapter 3), hence underlining the importance of exaggeration of 
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development.  We  will  also  interrogate  the  involved  mechanisms  using  in  vitro  culture 
experiments in macrophages. 
 
Once we established the involvement of hypoxia in plaque development, we performed a 
literature  search  for  molecular  targets  of  further  research.  Prolyl  hydroxylase  proteins, 
which are upstream regulators of HIF, a master switch steering hypoxic pathways, emerged 
as viable  targets.  In chapter 2 we will provide an overview of  literature addressing PHD 
proteins and their role in atherosclerosis relevant functions, and present the current state 
of and precautions for future drug development.  
 
In chapter 4 we investigated whole body PHD1 deficiency in LDLr knockout mice, focusing 
on tissue hypoxia and differential cholesterol fluxes in these mice, and its implications for 
atherosclerosis. From other fields it is known that PHDs exert isoform specific effects. Since 
whole body PHD2 deficiency and its effect on cholesterol metabolism and atherosclerosis 
had  been  studied  [115],  we  then  assessed  the  role  of  whole  body  PHD3  knockout  on 
atherogenesis in LDLr deficient mice in chapter 5.  
 
As  Aragonès  et  al.  was  able  to  show  that  cells  underwent  a metabolic  shift  upon  PHD 
deletion [116], we reasoned that myeloid cell specific deletion of PHDs might prime these 
cells  to  cope  with  intraplaque  hypoxic  conditions.  Predominantly  macrophages  were 
hypoxic inside the plaque (chapter 3), hence underlining the importance of exaggeration of 
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the hypoxia signaling pathway specifically in macrophages. This was investigated in chapter 
6 creating distinct myeloid specific PHD isoform knockouts in LDLr deficient mice.  
 
Since  the  work  in  this  thesis  clearly  show  that  hypoxic  pathways  are  involved  in 
atherogenesis and former studies showed potential clinical relevance for hypoxic imaging 
of  plaques  [74‐75], we  set  out  to  investigate  the  use  of  a  highly HIF1‐specific  inducible 
protein,  carbonic  anhydrase  IX,  as  a  reporter  of  plaque  hypoxia  and possible  biomarker 
(chapter  7).  We  also  addressed  involvement  of  CAIX  in  macrophage  function  and 
implications for atherosclerosis.   
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ABSTRACT 
 
Background 
Advanced murine and human plaques are hypoxic, but it remains unclear whether plaque 
hypoxia is causally related to atherogenesis. Here, we tested the hypothesis that reversal of 
hypoxia  in  atherosclerotic  plaques  by  breathing  hyperoxic  carbogen  gas  will  prevent 
atherosclerosis. 
 
Approach and Results 
LDLrko mice were fed a western‐type diet, exposed to carbogen (95% O2, 5% CO2) or air and 
the effect on plaque hypoxia, size and phenotype was studied. 
First, the hypoxic marker pimonidazole was detected in murine LDLrko plaque macrophages 
from plaque initiation onwards. Second, the efficacy of breathing carbogen (90min, single 
exposure) was studied. Compared to air, carbogen  increased arterial blood pO2 5‐fold  in 
LDLrko mice, and reduced plaque hypoxia in advanced plaques of the aortic root (‐32%) and 
arch  (‐84%).  Finally,  the  effect  of  repeated  carbogen  exposure  on  progression  of 
atherosclerosis was studied in LDLrko mice fed a high cholesterol diet for an initial 4 weeks, 
followed  by  4  weeks  of  diet  and  carbogen  or  air  (both  90min/day).  Carbogen  reduced 
plaque hypoxia (‐40%), necrotic core size (‐37%), and TUNEL+ apoptotic cell content (‐50%) 
and increased efferocytosis of apoptotic cells by MAC3+ macrophages (+36%) in advanced 
plaques  of  the  aortic  root.  Plaque  size,  plasma  cholesterol,  hematopoiesis  and  systemic 
inflammation were unchanged. In vitro, hypoxia hampered efferocytosis by bone marrow‐
derived macrophages, which was dependent on the receptor MerTK. 
 
Conclusion 
Carbogen restored murine plaque oxygenation and prevented necrotic core expansion by 
enhancing  efferocytosis,  likely  via  MerTK.  Thus,  plaque  hypoxia  is  causally  related  to 
necrotic core expansion. 
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INTRODUCTION 
 
In  many  pathophysiological  conditions,  reduced  oxygen  tension  (hypoxia)  is  a  known 
stimulus  of  inflammation,  angiogenesis  and  apoptosis  [1,2].  As  the  progression  of 
atherosclerosis  is  driven  by  the  very  same  processes  [3‐5],  we  recently  investigated  if 
hypoxia was present in atherosclerosis. Indeed, plaque hypoxia was detected specifically in 
macrophages  of  advanced  human  atherosclerotic  lesions  using  administration  of  the 
hypoxia‐specific marker pimonidazole [6], as well as in advanced rabbit and murine plaques 
[7‐10]. However, whether plaque hypoxia is an innocent bystander‐effect of macrophage 
influx, or a driving force behind plaque progression is still unknown.  
As  the  in  vitro  effects  of  hypoxia  on  macrophage  function  are  pro‐angiogenic,  pro‐
inflammatory  [11]  and  anti‐fibrotic  [12],  we  hypothesized  that  hypoxia  in  plaque 
macrophages is pro‐atherogenic. Thus, reoxygenation would be expected to prevent plaque 
progression. An attractive strategy to achieve plaque reoxygenation may be the breathing 
of hyperoxic gas carbogen, composed of 95% O2 and 5% CO2, as this successfully alleviated 
tumor hypoxia [13‐15]. Hyperoxic carbogen will  increase oxygen dissolved  in blood, thus 
pO2, rather than enhancing already maximal hemoglobin saturation. Additionally, the CO2 
component  of  carbogen  contributes  to  increased  oxygen  supply:  5%  CO2  ensures  a 
respiratory drive, prevents vasodilation associated with 100% O2 and shifts the hemoglobin‐
O2 dissociation curve towards facilitated oxygen delivery [16]. Thus, oxygen blood content, 
oxygen delivery, and oxygen diffusion are vastly improved, and enhance tissue oxygenation. 
Therefore,  we  hypothesized  that  carbogen  delivery  will  reverse  hypoxia  in  murine 
atherosclerotic  plaques,  and  thus  reverse  hypoxia‐associated  effects  on  plaque 
inflammation and progression. 
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MATERIAL AND METHODS 
 
ANIMALS 
Mouse experiments were approved by the regulatory authority of the Maastricht University 
Medical Center, and were performed in compliance with the Dutch government guidelines. 
All mice were bred at least 9x on C57/Bl6 background. Male LDLrko were obtained from an 
in‐house breeding colony, originally derived from Charles River (Wilmington, MA, USA). Mer 
tyrosine kinase domain deficient (MerTKkd) [17,18] and CD36 knockout mice (CD36‐/‐) [19] 
and wildtype control mice were previously described.  
 
BLOOD GAS ANALYSIS 
An  arterial  catheter  [20]  was  implanted  in  five  LDLrko  mice  on  chow  using  isoflurane 
anesthesia  (1.5–2%)  and  peri‐operative  ibuprofen  (s.c).  The  right  femoral  artery  was 
exposed,  and  a  heat‐stretched  polyethylene‐25  cannula  was  inserted  (1.5  cm)  and 
subcutaneously guided to the neck of the mouse. Here the catheter was fixed, extended, 
filled with heparinized saline  (10 U/ml), and plugged. The mice were allowed to  recover 
24hrs before measurements were made. Mice were placed in induction chambers and the 
arterial  line  was  extended  through  the  outlet  of  the  chamber  to  allow  blood  sampling 
without  altering  the  continuous  carbogen  flow  (5L/min,  normobaric,  NTG  Sol).  Arterial 
blood (70 µl) was collected before and after 30 minutes of flow, and 5 minutes after flow 
cessation and analyzed within 5 minutes on a Chiron blood gas analyzer (Siemens). 
 
ATHEROGENESIS AND CARBOGEN EXPOSURE 
First, hypoxia development in atherogenesis was investigated in LDLrko mice (n=5/group) 
fed a 0.25% cholesterol diet (special diet services, #824171, 15% cocoa butter, 10% maize 
starch, 20%  casein, 40.5% sucrose, 5.95% cellulose) for 0, 4, 8, 12 or 16 weeks. Secondly, 
acute reversal of plaque hypoxia was investigated in LDLrko mice with advanced, hypoxic 
plaques (n=5/group, 12 weeks of diet), which were subjected to a single 90 minute exposure 
of  carbogen  or  air  (21%  O2).  Halfway  during  the  exposure,  mice  were  injected 
intraperitoneally  (IP)  with  the  hypoxia‐specific  marker  pimonidazole  (100  mg/kg, 
hypoxyprobe Omni kit, Hypoxyprobe Inc. Burlington, MA, USA) and sacrificed directly after 
cessation  of  carbogen  flow.  Thirdly,  the  effect  of  chronic  carbogen  exposure  on 
atherogenesis was studied in thirty LDLrko (n=15/group), fed a 0.25% cholesterol diet for 
four weeks. During the four additional weeks of diet, mice were exposed daily to 90 minutes 
of  carbogen  or  air.  Twenty‐four  hours  after  the  last  exposure, mice were  injected with 
pimonidazole one hour prior to sacrifice.  
 
ATERHOSCLEROTIC LESION QUANTIFICATION AND IMMUNOHISTOCHEMISTRY 
Mice were euthanized using a pentobarbital overdose (100mg/kg) and blood was collected 
via the left ventricle for flow cytometry, absolute white blood cell counts (Coulter counter 
AC.T diff) and total plasma cholesterol analysis. Aortic roots, arches and organs were excised 
and  fixed  in  1%  paraformaldehyde.  In  additional  LDLrko  mice,  white  blood  cells  were 
collected  from  the  abdominal  aorta  and  the  saphenous  vein,  and  fixed  (1% 
74 
3 | Hyperoxic treatment in experimental atherosclerosis
14671_Demandt_BNW.indd   74 03-01-20   11:12
3 | Hyperoxic treatment in experimental atherosclerosis  
 74 
INTRODUCTION 
 
In  many  pathophysiological  conditions,  reduced  oxygen  tension  (hypoxia)  is  a  known 
stimulus  of  inflammation,  angiogenesis  and  apoptosis  [1,2].  As  the  progression  of 
atherosclerosis  is  driven  by  the  very  same  processes  [3‐5],  we  recently  investigated  if 
hypoxia was present in atherosclerosis. Indeed, plaque hypoxia was detected specifically in 
macrophages  of  advanced  human  atherosclerotic  lesions  using  administration  of  the 
hypoxia‐specific marker pimonidazole [6], as well as in advanced rabbit and murine plaques 
[7‐10]. However, whether plaque hypoxia is an innocent bystander‐effect of macrophage 
influx, or a driving force behind plaque progression is still unknown.  
As  the  in  vitro  effects  of  hypoxia  on  macrophage  function  are  pro‐angiogenic,  pro‐
inflammatory  [11]  and  anti‐fibrotic  [12],  we  hypothesized  that  hypoxia  in  plaque 
macrophages is pro‐atherogenic. Thus, reoxygenation would be expected to prevent plaque 
progression. An attractive strategy to achieve plaque reoxygenation may be the breathing 
of hyperoxic gas carbogen, composed of 95% O2 and 5% CO2, as this successfully alleviated 
tumor hypoxia [13‐15]. Hyperoxic carbogen will  increase oxygen dissolved  in blood, thus 
pO2, rather than enhancing already maximal hemoglobin saturation. Additionally, the CO2 
component  of  carbogen  contributes  to  increased  oxygen  supply:  5%  CO2  ensures  a 
respiratory drive, prevents vasodilation associated with 100% O2 and shifts the hemoglobin‐
O2 dissociation curve towards facilitated oxygen delivery [16]. Thus, oxygen blood content, 
oxygen delivery, and oxygen diffusion are vastly improved, and enhance tissue oxygenation. 
Therefore,  we  hypothesized  that  carbogen  delivery  will  reverse  hypoxia  in  murine 
atherosclerotic  plaques,  and  thus  reverse  hypoxia‐associated  effects  on  plaque 
inflammation and progression. 
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MATERIAL AND METHODS 
 
ANIMALS 
Mouse experiments were approved by the regulatory authority of the Maastricht University 
Medical Center, and were performed in compliance with the Dutch government guidelines. 
All mice were bred at least 9x on C57/Bl6 background. Male LDLrko were obtained from an 
in‐house breeding colony, originally derived from Charles River (Wilmington, MA, USA). Mer 
tyrosine kinase domain deficient (MerTKkd) [17,18] and CD36 knockout mice (CD36‐/‐) [19] 
and wildtype control mice were previously described.  
 
BLOOD GAS ANALYSIS 
An  arterial  catheter  [20]  was  implanted  in  five  LDLrko  mice  on  chow  using  isoflurane 
anesthesia  (1.5–2%)  and  peri‐operative  ibuprofen  (s.c).  The  right  femoral  artery  was 
exposed,  and  a  heat‐stretched  polyethylene‐25  cannula  was  inserted  (1.5  cm)  and 
subcutaneously guided to the neck of the mouse. Here the catheter was fixed, extended, 
filled with heparinized saline  (10 U/ml), and plugged. The mice were allowed to  recover 
24hrs before measurements were made. Mice were placed in induction chambers and the 
arterial  line  was  extended  through  the  outlet  of  the  chamber  to  allow  blood  sampling 
without  altering  the  continuous  carbogen  flow  (5L/min,  normobaric,  NTG  Sol).  Arterial 
blood (70 µl) was collected before and after 30 minutes of flow, and 5 minutes after flow 
cessation and analyzed within 5 minutes on a Chiron blood gas analyzer (Siemens). 
 
ATHEROGENESIS AND CARBOGEN EXPOSURE 
First, hypoxia development in atherogenesis was investigated in LDLrko mice (n=5/group) 
fed a 0.25% cholesterol diet (special diet services, #824171, 15% cocoa butter, 10% maize 
starch, 20%  casein, 40.5% sucrose, 5.95% cellulose) for 0, 4, 8, 12 or 16 weeks. Secondly, 
acute reversal of plaque hypoxia was investigated in LDLrko mice with advanced, hypoxic 
plaques (n=5/group, 12 weeks of diet), which were subjected to a single 90 minute exposure 
of  carbogen  or  air  (21%  O2).  Halfway  during  the  exposure,  mice  were  injected 
intraperitoneally  (IP)  with  the  hypoxia‐specific  marker  pimonidazole  (100  mg/kg, 
hypoxyprobe Omni kit, Hypoxyprobe Inc. Burlington, MA, USA) and sacrificed directly after 
cessation  of  carbogen  flow.  Thirdly,  the  effect  of  chronic  carbogen  exposure  on 
atherogenesis was studied in thirty LDLrko (n=15/group), fed a 0.25% cholesterol diet for 
four weeks. During the four additional weeks of diet, mice were exposed daily to 90 minutes 
of  carbogen  or  air.  Twenty‐four  hours  after  the  last  exposure, mice were  injected with 
pimonidazole one hour prior to sacrifice.  
 
ATERHOSCLEROTIC LESION QUANTIFICATION AND IMMUNOHISTOCHEMISTRY 
Mice were euthanized using a pentobarbital overdose (100mg/kg) and blood was collected 
via the left ventricle for flow cytometry, absolute white blood cell counts (Coulter counter 
AC.T diff) and total plasma cholesterol analysis. Aortic roots, arches and organs were excised 
and  fixed  in  1%  paraformaldehyde.  In  additional  LDLrko  mice,  white  blood  cells  were 
collected  from  the  abdominal  aorta  and  the  saphenous  vein,  and  fixed  (1% 
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paraformaldehyde, 2 hours) following erythrocyte lysis in iso‐osmotic ammonium chloride 
solution. Remaining white blood cells were mixed with agar and paraffin‐embedded.  
Aortic  roots and arches were serially  sectioned, and stained with hematoxylin and eosin 
(HE, Sigma) for blinded quantification of the lesion areas using computerized morphometry 
(Leica QWin V3, Cambridge, UK). Total plaque area and lipid core content were obtained by 
averaging measurements of  five representative  (HE) sections (25 μm apart) of the aortic 
root and aortic arch. In the aortic arch, plaque size was quantified as the sum of the inner 
and outer curvature plaques, as well as all three major branches.  
Necrotic core was defined as a‐cellular and a‐nuclear plaque area containing cholesterol 
clefts. Atherosclerotic plaque size and necrotic core area in the aortic arch was determined 
in 5 representative HE stainings. 
Hypoxia was detected in atherosclerotic plaques (aortic root, aortic arch), murine kidney 
(positive  control),  liver,  spleen,  lymph  nodes,  thymus  and  white  blood  cells.  In  vivo, 
pimonidazole is irreversibly metabolized in living, hypoxic cells (pO2≤10mmHg~1%O2) [21], 
and metabolites form adducts onto thiol‐containing proteins. These epitopes were ex vivo 
detected by immunohistochemistry with a rabbit polyclonal antibody (clone 2627)  that only 
recognizes hypoxic metabolites derivatives of pimonidazole [22]. Hypoxia was quantified in 
images of entire organs or plaques (% pimonidazole area/total tissue area). Atherosclerotic 
plaques were  further  characterized  for macrophage  size  and  content  (MAC3+  cells/total 
cells and MAC3+ cells/plaque area, BD), T‐cells (CD3+ cells/plaque area, Miltenyi), collagen 
(picosirius  red  area/plaque area,  analyzed with polarized  light microscopy),  proliferating 
cells (Ki67+ cells/plaque area, Abcam), tissue factor (TF) (TF+ cells/plaque area, Santa Cruz), 
M1 inducible nitric oxide synthase (iNOS+ cells/plaque area, Abcam), M2 mannose receptor 
(MR+  cells/adventitia,  Abcam)  expression  and  8‐hydroxy‐2’deoxy‐guanosine  (8OH‐dG, 
Bioconnect) for oxidative stress damage (8OH‐dG+ cells/plaque area, Japan institute for the 
control of aging). Apoptosis (TUNEL+ nuclei/plaque area, Roche) and clearance of apoptotic 
cells  (efferocytosis)  in  situ  were  analyzed  in  entire  tissue  sections  using  TUNEL/MAC3 
double  immunohistochemistry  as  the  ratio  of  bound/free  apoptotic  cells  according  to 
established methods [23‐24]. 
 
MULTISPECTRAL IMAGE ANALYSIS 
Multispectral  imaging  was  used  to  quantitatively  measure  colocalization  of  individual 
immunohistochemical staining products in tissue stained with multiple antibodies. Sections 
stained  with  pimonidazole  and MAC3 were  analyzed  with  the  Nuance  spectral  imaging 
system (Perkin Elmer/Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA, USA). Spectral imaging data sets 
were taken at 420‐720 nm at 20 nm intervals using a DM‐5000 Leica microscope system at 
20x (plan apo). Spectral libraries of single‐red (Vector Red), single‐blue (Vector Blue) were 
obtained from the control slides. The resulting  library was applied to the double stained 
slides to spectrally segregate them into individual component images using the Nuance™ 
3.0  software.  Pseudo‐colors  were  assigned  to  unmixed  images,  and  composite  images 
showing  co‐localization  were  generated  with  the  Nuance  3.0  software.  Quantitative 
assessment of co‐localization and pixel‐based measurement of the individual markers per 
microscopic field was done with the same software. 
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TOTAL PLASMA CHOLESTEROL, TRYGLYCERIDE, ANTIOXIDANT CAPACITY AND CYTOKINES 
Plasma was separated by centrifugation, and stored at �80�C un�l  further use. Standard 
enzymatic techniques were used for the assessment of plasma cholesterol (product no. 07‐
3663‐5, Roche, Almere, the Netherlands) and plasma triglycerides (FS5’ Ecoline REF 1 5760 
99  90  314;  DiaSys  –  Diagnostic  Systems  GmbH,  Holzheim,  Germany)  automated  on  the 
Cobas Fara centrifugal analyzer (Roche). 
Anti‐oxidant  capacity  of  plasma was determined using  the  trolox  equivalent  antioxidant 
capacity (TEAC) assay, as described previously [25]. In short, plasma was deproteinized with 
a  final concentration of 5% TCA and  incubated with an ABTS radical solution (2,2’‐azino‐
bis(3‐ethylbenzthiazoline‐6‐sulfonic acid) diammonium salt)  for 5 min. Subsequently,  the 
reduction in absorbance at 734nm was quantified. This was normalized to trolox control, a 
water‐soluble  vitamin  E  analogue.  The  assay  reflects  the  amount  of  scavenged  radicals 
expressed as µM trolox equivalents.  
Additionally,  murine  Interleukins  (IL)  2,  4,  5,  6,  10,  12p70  and  1β,  Interferon  γ  (IFN‐γ), 
chemokine (C‐X‐C motif) ligand 1 (CXCL1, KC) and Tumor Necrosis Factor α (TNF‐α)  were 
measured in plasma using   a multispot sandwich immunoassay (V‐plex pro‐inflammatory 
panel 1, Meso Scale Discovery, Gaithersburg, USA), according to manufacturers’ instruction.  
 
FLOW CYTOMETRY ANALYSIS 
Flow cytometry analysis was performed on cells isolated from blood, spleen, lymph nodes, 
and bone marrow (n=10/group). Spleens and lymph nodes were dissociated into single‐cell 
suspensions,  and  enzymatically  digested  for  dendritic  cell  separation  using  liberase  and 
DNAse (both 0.2 mg/ml, Roche) for 30 minutes in RPMI medium. Blood and spleen were 
subjected  to  erythrocyte  lysis.  Staining  was  performed  using  combinations  of  specific 
antibodies  to detect  bone marrow  stem  cells  (lin/Sca‐1/c‐kit;  eBioscience,  Bd),  common 
myeloid  progenitors  (CD16/32int,  CD34int;  eBioscience,  BD  respectively),  granulocyte‐
macrophage  progenitors  (CD16/32high,  CD34high),  erythrocyte‐megakaryocyte  progenitors 
(CD16/32‐,  CD34‐), monocytes  (CD11bhigh,  Ly6G‐,  Ly6Chigh/int/low;  BD,  eBioscience, Miltenyi 
respectively),  granulocytes  (CD11bhigh,  Ly6Ghigh),  T  cells  (CD3ε+;  Miltenyi),  T  helper  cells 
(CD4+; BD), cytotoxic T cells  (CD8a+; BD), effector/memory T cells  (CD44high, CD62low; BD, 
eBioscience respectively), naïve T cells (CD44low, CD62high), regulatory T cells (CD4+, CD25+, 
FoxP3+;  eBioscience),  B  cells  (B220+;  BD),  cDC  (CD11chigh,  eBioscience),  pDC  (CD11cmid, 
B220+, Ly6C+), and NK cells (NK1.1+; eBioscience). Data were acquired and analyzed using a 
FACSCanto II and FACS diva software (BD Bioscience). 
 
CELL CULTURE 
Bone marrow was  isolated and cells were cultured  for 7 days  in RPMI‐1640  (Gibco with 
Glutamax, 2g/L glucose) supplemented with 10% FCS, 100U/ml Penicillin‐Streptomycin, and 
15% L929‐conditioned medium to generate bone marrow‐derived macrophages (BMDM). 
Jurkat  T  cells  and  J774 murine macrophages were cultured  in RPMI‐1640  supplemented 
with 10% FCS, 100U/ml Penicillin Streptomycin.  
Human THP‐1 cells were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC 10801, 
Manassas, VA). Cells were grown in RPMI 1640 medium (Gibco‐Invitrogen, Grand Island, NY, 
USA)  containing  10%  FetalClone®  III  (Hyclone,  Pe‐bio,  Hogan,  UT,  USA)  (v/v),  1% 
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paraformaldehyde, 2 hours) following erythrocyte lysis in iso‐osmotic ammonium chloride 
solution. Remaining white blood cells were mixed with agar and paraffin‐embedded.  
Aortic  roots and arches were serially  sectioned, and stained with hematoxylin and eosin 
(HE, Sigma) for blinded quantification of the lesion areas using computerized morphometry 
(Leica QWin V3, Cambridge, UK). Total plaque area and lipid core content were obtained by 
averaging measurements of  five representative  (HE) sections (25 μm apart) of the aortic 
root and aortic arch. In the aortic arch, plaque size was quantified as the sum of the inner 
and outer curvature plaques, as well as all three major branches.  
Necrotic core was defined as a‐cellular and a‐nuclear plaque area containing cholesterol 
clefts. Atherosclerotic plaque size and necrotic core area in the aortic arch was determined 
in 5 representative HE stainings. 
Hypoxia was detected in atherosclerotic plaques (aortic root, aortic arch), murine kidney 
(positive  control),  liver,  spleen,  lymph  nodes,  thymus  and  white  blood  cells.  In  vivo, 
pimonidazole is irreversibly metabolized in living, hypoxic cells (pO2≤10mmHg~1%O2) [21], 
and metabolites form adducts onto thiol‐containing proteins. These epitopes were ex vivo 
detected by immunohistochemistry with a rabbit polyclonal antibody (clone 2627)  that only 
recognizes hypoxic metabolites derivatives of pimonidazole [22]. Hypoxia was quantified in 
images of entire organs or plaques (% pimonidazole area/total tissue area). Atherosclerotic 
plaques were  further  characterized  for macrophage  size  and  content  (MAC3+  cells/total 
cells and MAC3+ cells/plaque area, BD), T‐cells (CD3+ cells/plaque area, Miltenyi), collagen 
(picosirius  red  area/plaque area,  analyzed with polarized  light microscopy),  proliferating 
cells (Ki67+ cells/plaque area, Abcam), tissue factor (TF) (TF+ cells/plaque area, Santa Cruz), 
M1 inducible nitric oxide synthase (iNOS+ cells/plaque area, Abcam), M2 mannose receptor 
(MR+  cells/adventitia,  Abcam)  expression  and  8‐hydroxy‐2’deoxy‐guanosine  (8OH‐dG, 
Bioconnect) for oxidative stress damage (8OH‐dG+ cells/plaque area, Japan institute for the 
control of aging). Apoptosis (TUNEL+ nuclei/plaque area, Roche) and clearance of apoptotic 
cells  (efferocytosis)  in  situ  were  analyzed  in  entire  tissue  sections  using  TUNEL/MAC3 
double  immunohistochemistry  as  the  ratio  of  bound/free  apoptotic  cells  according  to 
established methods [23‐24]. 
 
MULTISPECTRAL IMAGE ANALYSIS 
Multispectral  imaging  was  used  to  quantitatively  measure  colocalization  of  individual 
immunohistochemical staining products in tissue stained with multiple antibodies. Sections 
stained  with  pimonidazole  and MAC3 were  analyzed  with  the  Nuance  spectral  imaging 
system (Perkin Elmer/Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA, USA). Spectral imaging data sets 
were taken at 420‐720 nm at 20 nm intervals using a DM‐5000 Leica microscope system at 
20x (plan apo). Spectral libraries of single‐red (Vector Red), single‐blue (Vector Blue) were 
obtained from the control slides. The resulting  library was applied to the double stained 
slides to spectrally segregate them into individual component images using the Nuance™ 
3.0  software.  Pseudo‐colors  were  assigned  to  unmixed  images,  and  composite  images 
showing  co‐localization  were  generated  with  the  Nuance  3.0  software.  Quantitative 
assessment of co‐localization and pixel‐based measurement of the individual markers per 
microscopic field was done with the same software. 
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Plasma was separated by centrifugation, and stored at �80�C un�l  further use. Standard 
enzymatic techniques were used for the assessment of plasma cholesterol (product no. 07‐
3663‐5, Roche, Almere, the Netherlands) and plasma triglycerides (FS5’ Ecoline REF 1 5760 
99  90  314;  DiaSys  –  Diagnostic  Systems  GmbH,  Holzheim,  Germany)  automated  on  the 
Cobas Fara centrifugal analyzer (Roche). 
Anti‐oxidant  capacity  of  plasma was determined using  the  trolox  equivalent  antioxidant 
capacity (TEAC) assay, as described previously [25]. In short, plasma was deproteinized with 
a  final concentration of 5% TCA and  incubated with an ABTS radical solution (2,2’‐azino‐
bis(3‐ethylbenzthiazoline‐6‐sulfonic acid) diammonium salt)  for 5 min. Subsequently,  the 
reduction in absorbance at 734nm was quantified. This was normalized to trolox control, a 
water‐soluble  vitamin  E  analogue.  The  assay  reflects  the  amount  of  scavenged  radicals 
expressed as µM trolox equivalents.  
Additionally,  murine  Interleukins  (IL)  2,  4,  5,  6,  10,  12p70  and  1β,  Interferon  γ  (IFN‐γ), 
chemokine (C‐X‐C motif) ligand 1 (CXCL1, KC) and Tumor Necrosis Factor α (TNF‐α)  were 
measured in plasma using   a multispot sandwich immunoassay (V‐plex pro‐inflammatory 
panel 1, Meso Scale Discovery, Gaithersburg, USA), according to manufacturers’ instruction.  
 
FLOW CYTOMETRY ANALYSIS 
Flow cytometry analysis was performed on cells isolated from blood, spleen, lymph nodes, 
and bone marrow (n=10/group). Spleens and lymph nodes were dissociated into single‐cell 
suspensions,  and  enzymatically  digested  for  dendritic  cell  separation  using  liberase  and 
DNAse (both 0.2 mg/ml, Roche) for 30 minutes in RPMI medium. Blood and spleen were 
subjected  to  erythrocyte  lysis.  Staining  was  performed  using  combinations  of  specific 
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CELL CULTURE 
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with 10% FCS, 100U/ml Penicillin Streptomycin.  
Human THP‐1 cells were obtained from the American Type Culture Collection (ATCC 10801, 
Manassas, VA). Cells were grown in RPMI 1640 medium (Gibco‐Invitrogen, Grand Island, NY, 
USA)  containing  10%  FetalClone®  III  (Hyclone,  Pe‐bio,  Hogan,  UT,  USA)  (v/v),  1% 
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GlutaMAXTM I (w/v) (Gibco‐Invitrogen, Grand Island, NY, USA), 125 mM Hepes, penicillin 
(100 units/ml), and streptomycin (100μg/ml) (Gibco‐Invitrogen, Grand Island, NY, USA) at 
37°C in a humidified incubator with a 5% CO2 atmosphere. To differentiate THP‐1 cells into 
macrophages, cells were seeded at a density of 1 x 106 cells/ml and incubated for 72 hours 
with 0.2μM phorbol 12‐myristate 13‐acetate (PMA, Sigma, Saint Louis, MO, USA). 
Jurkat  T  cells  were  labeled  with  calcein‐AM  (1µg/ml  Invitrogen)  prior  to  induction  of 
apoptosis by UV irradiation (15 min 254nm, UVS‐26, 6W bulb 0.02J/s/cm2) and added 3:1 
to J774 or BMDM. Macrophages were exposed to 21% or 0.2% O2 (Invivo2 1000, Ruskinn 
technology  LTD,  Pencoed,  UK)  during  45 min  of  efferocytosis.  After  thorough  washing, 
macrophages  were  dissociated  and  analyzed  using  FACS  for  the  percentage  of 
calcein/jurkat+  macrophages.  Twenty‐four  hours  prior  to  efferocytosis,  BMDM  were 
differentiated  into  M1  (10µg/L  LPS,  Sigma,  E.  coli  055:B5,  #L2637),  M2a  (20µg/L  IL4, 
peprotech, #214‐14), or M2c (10µg/L IL10, R&D systems, #417‐ML) macrophages. 
To analyze apoptosis, BMDM or J774 were exposed to hypoxia (0.2% O2) for 24 hrs or UV‐
irradiated for 15 min and apoptotic cells detected using annexin A5‐Alexa594 (Invitrogen) 
on microscopic images. Additionally, BMDMs were cultured in normoxia or hypoxia with 7 
ketocholesterol  (25µM,  Sigma),  tunicamycin  (2.5µg/ml,  Sigma)  or  oxLDL  (25µg/ml) 
supplementation for 24 hrs and apoptotic cells were detected using TUNEL (Roche). 
Pimonidazole specificity was confirmed in bone marrow derived macrophages treated with 
25µg/ml oxLDL, LDL or control for 24 h. Foam cell formation was confirmed by Oil‐Red‐O 
staining. Subsequently, cells were supplemented with pimonidazole (100µM,) and exposed 
to 0, 0.2, 1, 5 or 20% O2 for 0 h, 1 h, 4 h or 16 h. Cells were subsequently fixed, stained with 
anti‐pimonidazole‐FITC  and  geomean  fluorescence  was  acquired  and  analyzed  using  a 
FACSCanto II and FACSdiva software (BD Bioscience).  
ROS production by BMDMs cultured in 21% or 0.2% oxygen for 24hours was measured using 
the  cell  permeant  reagent 2',7'  –dichlorofluorescin diacetate  (DCFDA, 10µM,  Invitrogen, 
488).  Percent  DCFDA  positive  cells  were  assessed  via  flow  cytometry  and  H2O2  treated 
BMDMs in normoxia (100µM, 10min) served as positive control.  
 
QUANTITATIVE RT‐PCR (QPCR) 
In  vitro  experiments  for gene expression analysis were performed  in quadruplicate,  and 
repeated twice. Total RNA was isolated and transcribed as described [26]. QPCR analyses 
were  performed  from  10  ng  cDNA  using  SYBR  green  and  gene  specific  primer  sets 
(supplemental  table  1).  Two  housekeeping  genes  (cyclophilin,  18S  rRNA)  insensitive  to 
changes in O2 were used to correct for differences in mRNA levels between samples. 
 
STATISTICAL ANALYSIS 
All data are presented as mean±SEM. Blood gas parameters were analyzed using paired‐
sample  testing,  while  independent‐sample  tests  were  done  for  all  other  parameters. 
Following a Shapiro‐Wilk normality test, two groups were compared with student’s t‐test 
or Mann‐Whitney  rank‐sum test. Parameters with more  than  two groups were analyzed 
using Kruskal‐Wallis rank‐sum test, followed by Dunn’s post‐hoc testing (GraphPad Prism4). 
Correlations between MAC3, plaque area and necrotic core with hypoxia  (pimonidazole) 
were analyzed using univariate and multivariate linear regression (IBM SPSS Statistics 20).  
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RESULTS 
 
Murine plaque macrophages are hypoxic, independent of plaque stage 
Low density lipoprotein receptor (LDLrko) mice were fed a high cholesterol diet (HCD) for 
0‐16 weeks to monitor the onset and distribution of plaque hypoxia with pimonidazole at 
different plaque stages in the aortic root (figure 1A).  
First, specificity of pimonidazole and its detection antibody was confirmed in mice injected 
with vehicle or pimonidazole (supplemental Figure 1A). Plaque hypoxia colocalized mainly 
with  MAC3+  macrophages  and  foam  cells  shown  by  multispectral  analysis  of  double 
immunohistochemistry  (Figure  1C‐D).  Pimonidazole  detection  in  cultured  bone  marrow 
derived macrophages (BMDM) sharply increased below 1% O2 (~10mmHg) (supplemental 
Figure 1B‐C), confirming previous data (21). Also, macrophage lipid loading per se did not 
result in pimonidazole positivity (supplemental figure 1D). Earlier studies have also shown 
that oxidative stress exposure does not affect pimonidazole detection (6), overall suggesting 
that pimonidazole staining truly marks hypoxic macrophages. 
 Figure 1. Murine plaque macrophages are hypoxic, independent of plaque stage 
(A) Representative pictures of pimonidazole‐stained aortic root (red) from LDLrko mice after 0, 4, 8 
and 16 weeks of HCD (n=5/group) and (B) quantification of plaque area  (left y‐axis), necrotic core 
(right  y‐axis)  and macrophage  content  (right  y‐axis),  *p‐value<0.05  vs.  4 weeks.  (C)  Illustration  of 
principle multispectral analysis in aortic roots from LDLrko mice with advanced plaque, double‐stained 
with pimonidazole (Pimo, red) and MAC3 (blue), respectively.  (D) Quantification of plaque hypoxia 
and  hypoxic  macrophages  (MAC3,  pimonidazole  double  positive)  in  LDLrko  aortic  root  (n=5/time 
point).  *p‐value<0.05 4  vs.  16 weeks,  **p‐value<0.01 12  vs.  16 weeks.  (E)  Scatter plots  of plaque 
hypoxia with MAC3 (top panel), plaque area (middle panel), or necrotic core area (lower panel) with 
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macrophages, cells were seeded at a density of 1 x 106 cells/ml and incubated for 72 hours 
with 0.2μM phorbol 12‐myristate 13‐acetate (PMA, Sigma, Saint Louis, MO, USA). 
Jurkat  T  cells  were  labeled  with  calcein‐AM  (1µg/ml  Invitrogen)  prior  to  induction  of 
apoptosis by UV irradiation (15 min 254nm, UVS‐26, 6W bulb 0.02J/s/cm2) and added 3:1 
to J774 or BMDM. Macrophages were exposed to 21% or 0.2% O2 (Invivo2 1000, Ruskinn 
technology  LTD,  Pencoed,  UK)  during  45 min  of  efferocytosis.  After  thorough  washing, 
macrophages  were  dissociated  and  analyzed  using  FACS  for  the  percentage  of 
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peprotech, #214‐14), or M2c (10µg/L IL10, R&D systems, #417‐ML) macrophages. 
To analyze apoptosis, BMDM or J774 were exposed to hypoxia (0.2% O2) for 24 hrs or UV‐
irradiated for 15 min and apoptotic cells detected using annexin A5‐Alexa594 (Invitrogen) 
on microscopic images. Additionally, BMDMs were cultured in normoxia or hypoxia with 7 
ketocholesterol  (25µM,  Sigma),  tunicamycin  (2.5µg/ml,  Sigma)  or  oxLDL  (25µg/ml) 
supplementation for 24 hrs and apoptotic cells were detected using TUNEL (Roche). 
Pimonidazole specificity was confirmed in bone marrow derived macrophages treated with 
25µg/ml oxLDL, LDL or control for 24 h. Foam cell formation was confirmed by Oil‐Red‐O 
staining. Subsequently, cells were supplemented with pimonidazole (100µM,) and exposed 
to 0, 0.2, 1, 5 or 20% O2 for 0 h, 1 h, 4 h or 16 h. Cells were subsequently fixed, stained with 
anti‐pimonidazole‐FITC  and  geomean  fluorescence  was  acquired  and  analyzed  using  a 
FACSCanto II and FACSdiva software (BD Bioscience).  
ROS production by BMDMs cultured in 21% or 0.2% oxygen for 24hours was measured using 
the  cell  permeant  reagent 2',7'  –dichlorofluorescin diacetate  (DCFDA, 10µM,  Invitrogen, 
488).  Percent  DCFDA  positive  cells  were  assessed  via  flow  cytometry  and  H2O2  treated 
BMDMs in normoxia (100µM, 10min) served as positive control.  
 
QUANTITATIVE RT‐PCR (QPCR) 
In  vitro  experiments  for gene expression analysis were performed  in quadruplicate,  and 
repeated twice. Total RNA was isolated and transcribed as described [26]. QPCR analyses 
were  performed  from  10  ng  cDNA  using  SYBR  green  and  gene  specific  primer  sets 
(supplemental  table  1).  Two  housekeeping  genes  (cyclophilin,  18S  rRNA)  insensitive  to 
changes in O2 were used to correct for differences in mRNA levels between samples. 
 
STATISTICAL ANALYSIS 
All data are presented as mean±SEM. Blood gas parameters were analyzed using paired‐
sample  testing,  while  independent‐sample  tests  were  done  for  all  other  parameters. 
Following a Shapiro‐Wilk normality test, two groups were compared with student’s t‐test 
or Mann‐Whitney  rank‐sum test. Parameters with more  than  two groups were analyzed 
using Kruskal‐Wallis rank‐sum test, followed by Dunn’s post‐hoc testing (GraphPad Prism4). 
Correlations between MAC3, plaque area and necrotic core with hypoxia  (pimonidazole) 
were analyzed using univariate and multivariate linear regression (IBM SPSS Statistics 20).  
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that pimonidazole staining truly marks hypoxic macrophages. 
 Figure 1. Murine plaque macrophages are hypoxic, independent of plaque stage 
(A) Representative pictures of pimonidazole‐stained aortic root (red) from LDLrko mice after 0, 4, 8 
and 16 weeks of HCD (n=5/group) and (B) quantification of plaque area  (left y‐axis), necrotic core 
(right  y‐axis)  and macrophage  content  (right  y‐axis),  *p‐value<0.05  vs.  4 weeks.  (C)  Illustration  of 
principle multispectral analysis in aortic roots from LDLrko mice with advanced plaque, double‐stained 
with pimonidazole (Pimo, red) and MAC3 (blue), respectively.  (D) Quantification of plaque hypoxia 
and  hypoxic  macrophages  (MAC3,  pimonidazole  double  positive)  in  LDLrko  aortic  root  (n=5/time 
point).  *p‐value<0.05 4  vs.  16 weeks,  **p‐value<0.01 12  vs.  16 weeks.  (E)  Scatter plots  of plaque 
hypoxia with MAC3 (top panel), plaque area (middle panel), or necrotic core area (lower panel) with 
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univariate linear regression line and 95% confidence interval (dashed lines). Data from LDLrko mice 
fed HCD for 4, 8, 12 and 16 weeks (n= 5 per time point + n=15 air breathing controls. n=35 in total). 
 
Plaque hypoxia may either arise from reduced oxygen supply to the growing plaque or from 
increased  oxygen  demand  by  inflammatory  cells.  A  strong  correlation  between  MAC3 
content and pimonidazole positivity supports the latter explanation, while plaque size was 
not a determinant for plaque hypoxia (figure 1E). A slight reduction in macrophage content 
after 16 weeks was mirrored by a reduction in hypoxia (figure 1A, D). Thus, murine plaque 
hypoxia  is dictated by macrophage content, not by plaque  thickness and oxygen supply. 
Indeed, pimonidazole was detected directly adjacent to the luminal arterial oxygen supply, 
in small fatty streaks after 4 weeks HCD, while being absent in the media of diseased and 
non‐diseased arteries (figure 1A). Although pimonidazole is metabolized by living cells only, 
reflected by a significant univariate correlation of plaque necrosis and hypoxia, necrosis was 
not  a  significant  predictor  in  multivariate  regression  (figure  1A,  E).  In  addition,  tissue‐
resident macrophages  in  inflammation‐rich  fatty  livers  and  lymphoid organs  of HCD‐fed 
LDLrko mice were hypoxic (supplemental figure 2A‐C). As even venous pO2 is 4‐fold higher 
than  the 10 mmHg detection  threshold of pimonidazole  (21),  arterial  and  venous white 
blood cells were negative for pimonidazole (supplemental figure 2D), as expected. 
In conclusion, tissue resident and plaque macrophages are hypoxic. Plaque macrophages 
remain the only predictor of plaque hypoxia after multivariate regression, not plaque size 
or necrotic core content.  
 
Carbogen exposure increased arterial pO2 and alleviated plaque hypoxia 
Carbogen  significantly  increased  arterial  pO2  in  awake  LDLrko  mice  (figure  2A). 
Simultaneously,  blood  lactate was  drastically  reduced, while  pCO2 was  slightly  elevated 
(figure 2A), and pH, glucose and electrolytes (data not shown) unchanged. Within minutes 
after  cessation  of  carbogen  breathing,  all  blood  levels,  except  for  lactate,  returned  to 
baseline (data not shown). 
As carbogen successfully increased arterial pO2, its effect on plaque hypoxia was studied. 
Single 90 minute carbogen exposure in LDLrko mice with advanced, hypoxic plaques led to 
a dramatic reduction of plaque hypoxia in the aortic arch and root compared to similarly 
sized plaques in mice breathing air (figure 2B, C). Macrophage content, the main predictor 
of plaque hypoxia, was similar in both groups (figure 2B, C). Likewise, repeated carbogen 
exposure was able to alleviate plaque hypoxia in LDLrko mice, which were fed a HCD for an 
initial 4 weeks followed by 4 weeks of diet and carbogen or air exposure (both 90min/day). 
Hypoxia decreased with 50% in the aortic arch and 42% in the root compared to control 
(figure 2D, E), while macrophage content was not affected by carbogen gas (figure 2D‐F). 
Moreover, carbogen was able to significantly reoxygenate liver and spleen (supplemental 
figure  2A‐C).  To  prevent  oxygen  toxicity  possibly  associated  with  long‐term  carbogen 
exposure, carbogen exposure was limited to 4 weeks. Chronic carbogen exposure did not 
affect plasma cholesterol, triglycerides, hemoglobin, or hematocrit, nor erythropoiesis, or 
myelopoiesis  as  shown  by  flow  cytometry  analysis  [27]  of  stem  cells  and  myeloid 
progenitors in bone marrow. Also, it did not impact monocyte, granulocyte, T cell, B cell, 
and dendritic cell numbers in blood, spleen and lymph node (supplemental figure 3). 
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 Figure 2. Carbogen increased arterial pO2 and alleviated plaque hypoxia 
(A) Arterial pO2 (left panel), lactate concentration (middle panel) and pCO2 (right panel) before and 
after 30 minutes of carbogen exposure in LDLrko mice on chow, ***p‐value<0.001, **p‐value<0.01 
vs.  before  exposure.  (B)  Representative  pictures  and  quantification  of  pimonidazole  (brown)  and 
MAC3 (red) immunohistochemistry in aortic arch and branches of LDLrko mice exposed to single dose 
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univariate linear regression line and 95% confidence interval (dashed lines). Data from LDLrko mice 
fed HCD for 4, 8, 12 and 16 weeks (n= 5 per time point + n=15 air breathing controls. n=35 in total). 
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content and pimonidazole positivity supports the latter explanation, while plaque size was 
not a determinant for plaque hypoxia (figure 1E). A slight reduction in macrophage content 
after 16 weeks was mirrored by a reduction in hypoxia (figure 1A, D). Thus, murine plaque 
hypoxia  is dictated by macrophage content, not by plaque  thickness and oxygen supply. 
Indeed, pimonidazole was detected directly adjacent to the luminal arterial oxygen supply, 
in small fatty streaks after 4 weeks HCD, while being absent in the media of diseased and 
non‐diseased arteries (figure 1A). Although pimonidazole is metabolized by living cells only, 
reflected by a significant univariate correlation of plaque necrosis and hypoxia, necrosis was 
not  a  significant  predictor  in  multivariate  regression  (figure  1A,  E).  In  addition,  tissue‐
resident macrophages  in  inflammation‐rich  fatty  livers  and  lymphoid organs  of HCD‐fed 
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Carbogen exposure increased arterial pO2 and alleviated plaque hypoxia 
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 Figure 2. Carbogen increased arterial pO2 and alleviated plaque hypoxia 
(A) Arterial pO2 (left panel), lactate concentration (middle panel) and pCO2 (right panel) before and 
after 30 minutes of carbogen exposure in LDLrko mice on chow, ***p‐value<0.001, **p‐value<0.01 
vs.  before  exposure.  (B)  Representative  pictures  and  quantification  of  pimonidazole  (brown)  and 
MAC3 (red) immunohistochemistry in aortic arch and branches of LDLrko mice exposed to single dose 
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of air or carbogen. (C) Representative pictures and quantification of plaque hypoxia and macrophages 
in the aortic root upon single dose of air or carbogen. (D) Representative pictures and quantification 
of  plaque  hypoxia  and macrophages  in  the  aortic  arch  and  (E).  root  of  LDLrko mice  after  chronic 
carbogen or air treatment. *p‐value<0.05 vs. air. (F) Quantification of macrophage size (left graph) 
and density (right graph) upon air or carbogen treatment.    
 
Plaque reoxygenation improved efferocytosis and apoptosis in vivo 
Notably,  plaque  reoxygenation  through  daily  carbogen  exposure  was  able  to  prevent 
necrotic core expansion by 37% in advanced plaques of the aortic root compared to control, 
while plaque size was not altered (figure 3A). Necrotic core expansion is determined by the 
balance between apoptosis and the clearance of apoptotic cells by phagocytes, a process 
called efferocytosis. Efferocytosis was quantified in situ, as the ratio of macrophage‐bound 
vs. free apoptotic cells with TUNEL/MAC3 double immunohistochemistry [28,29]. Indeed, 
carbogen exposure reduced the density of apoptotic cells in the plaque in situ by 50% and 
improved efferocytosis of apoptotic cells by MAC3+‐macrophages by almost 40% compared 
to air  (figure 3B,C).  Increased efferocytosis was seen despite similar plaque macrophage 
content, size and density (figure 2E, F).  Intraplaque proliferation, collagen content, T cell 
and  total  cell  density,  as  well  as  tissue  factor  (TF)  expression  as  a  measure  of 
thrombogenicity [30] were unaffected by carbogen (figure 3D‐G). In initial plaques of the 
aortic  arch,  carbogen  did  not  affect  plaque  size  or  macrophage  content  (supplemental 
figure 4), despite successful reoxygenation (figure 2D).  
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 Figure 3. Plaque reoxygenation prevente necrotic core expansion and stimulated efferocytosis  in 
vivo 
(A)  Hematoxylin  and  eosin  staining  and  quantifications  of  aortic  root  plaque  size  (left  graph)  and 
necrotic core content (right graph) of male LDLrko mice treated with air or carbogen and fed a HCD 
for 8 weeks. ***p‐value<0.001 vs. air. (B) TUNEL and MAC3 double immunohistochemistry and weak 
counterstain with hematoxylin (1:50) of LDLrko aortic roots treated with air or carbogen. Insets show 
free  TUNEL  +  nuclei  (brick  red)  in  air  treated  group,  while  TUNEL+  nuclei  were  associated  with 
macrophages (blue) in carbogen treated group. Graphs represent quantification of apoptosis, and (C) 
efferocytosis  (ratio  MAC3‐bound/free  TUNEL+  cells),  *p‐value<0.05  vs.  air  (D)  Quantification  of 
proliferation (Ki67) expression (E). collagen content, (F). T cell density and total cell density, as well as 
(G). tissue factor expression, as a measure for thrombogenicity, in aortic roots of LDLrko mice after 
chronic air or carbogen exposure (left graph) and in BMDM exposed to 21 or 0.2% O2 (right graph). 
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Neither  ROS  formation,  nor  macrophage  polarization  explain  hypoxic  repression  of 
efferocytosis 
Generation of reactive oxygen species (ROS) during carbogen‐induced reoxygenation might 
be  involved  in apoptosis or efferocytosis. However, neither ROS‐mediated DNA damage, 
analyzed  by  8‐hydroxy‐2’deoxy‐guanosine  (8OH‐dG)  immunohistochemistry,  nor  anti‐
oxidant capacity of the plasma was changed after chronic (figure 4A) and single carbogen 
exposure (not shown). Additionally, hypoxia did not alter macrophage ROS activity in vitro 
(figure 4A).   
Apoptosis and efferocytosis were further studied in vitro. Chronic hypoxia (0.2% O2) did not 
stimulate apoptosis in murine primary BMDM (figure 4B) or J774 (data not shown) as single 
stimulus, nor augment apoptosis of additional ER‐stress stimuli such as 7‐ketocholesterol or 
tunicamycin. In fact, cells even seemed to be protected from ER‐stress mediated apoptosis 
(figure  4B).  Efferocytosis  of  labeled,  apoptotic  Jurkat  T‐cells  by  both  the  J774  murine 
macrophage cell line and BMDM was hampered in hypoxia (0.2% O2) compared to 21% O2 
control (figure 4C). Thus, hypoxia hampered efferocytosis in vitro.  
Since  anti‐inflammatory  M2c  macrophages  are  thought  to  be  more  efficient  in 
phagocytosis/efferocytosis [31], the effect of hypoxia on polarization was studied. Hypoxia 
reduced M2 gene expression (interleukin 10 (IL‐10) and mannose receptor (MR)), whereas 
M1 genes (IL‐6 and inducible nitric oxide synthase (iNOS)) were strongly upregulated (figure 
4D). In vivo, unlike iNOS, MR+ macrophages were hardly present in the plaque; therefore 
adventitial MR+ cells were quantified. A trend towards less M1 in the plaque and more M2 
expression in the adventitia of carbogen treated mice was found (figure 4E‐F). Additionally, 
plasma cytokine levels were essentially not changed, with a trend towards less IL‐6 in the 
carbogen treated group (figure 4G). 
Next, it was investigated if M2 polarization prior to hypoxia could rescue hypoxia‐mediated 
repression  of  efferocytosis.  Under  normoxic  conditions  M2c  polarization  enhanced 
macrophage efferocytosis capacity compared to unpolarized BMDM, and, unexpectedly, so 
did M1 polarization (figure 4H). However, polarization to M2c or M1 was not able to restore 
the repression of efferocytosis by hypoxia, suggesting that macrophage polarization is not 
involved in oxygen‐dependent regulation of efferocytosis. 
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 Figure  4.  Neither  ROS  formation,  nor  macrophage  polarization  explain  hypoxic  repression  of 
efferocytosis 
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(A) Representative images and quantifications of ROS‐mediated DNA damage (8OH‐dG) in aortic roots 
of carbogen or air‐treated mice (n=15/group, left panel), LDLrko plasma anti‐oxidant capacity relative 
to  the standard trolox, a water‐soluble vitamin E analogue  (trolox equivalents, middle graph), and 
DCFDA incorporation in BMDM exposed to 21%, 0.2% O2 (right graph) for 24hours. (B) Representative 
images and quantifications of percentage of annexin A5 (red) apoptotic BMDM exposed to 21% O2, 
0.2% O2 or UV‐irradiated (left graph). Quantification of apoptosis (% TUNEL) in 7 ketocholesterol and 
tunicamycin treated BMDM in 21% O2 or 0.2% O2. *p‐value<0.05 vs. normoxia, † p‐value<0.05 vs. 
normoxia vehicle.  (C) Representative  images of calcein‐AM  labeled, apoptotic  Jurkat T cells  (green 
fluorescent) ingested by BMDM (phase contrast overlay with fluorescence) in 21% O2 and 0.2% O2. 
Quantification shows percentage of calcein+ BMDM or J774 macrophages having  ingested labeled, 
apoptotic  Jurkat  T  cells.  *p‐value<0.05.  (D)  M1  (IL6  –  interleukin  6;  iNOS  ‐  inducible  nitric  oxide 
synthase) and M2 (IL10; MR ‐ mannose receptor) gene expression of BMDM exposed to 21% or 0.2% 
O2. *p‐value<0.05 (E). iNOS in plaque and adventitia and (F). MR expression in the adventitia of aortic 
roots after chronic carbogen compared to air. (G). Plasma cytokine expression in carbogen and air‐
treated mice (H). Efferocytosis of apoptotic Jurkats by normoxic or hypoxic unpolarized (M0) BMDM 
or polarized towards an M1, M2a or M2c phenotype. *p‐value<0.05 vs. normoxia of same polarization 
state, † p‐value<0.05 vs. normoxic M0. 
 
Hypoxia limits efferocytosis via MerTK 
Efferocytosis  is  a  receptor‐mediated  process.  Therefore,  we  studied  whether  hypoxia 
affects expression of known efferocytosis receptors. Indeed, expression of the efferocytosis 
receptor Mer tyrosine kinase (MerTK) and cluster of differentiation 36 (CD36) was reduced 
in hypoxic BMDM, whereas that of scavenger receptor A (SRA) was unchanged. In contrast, 
low density lipoprotein receptor‐related protein 1 (LRP1) was upregulated (figure 5A). As 
efferocytosis capacity was decreased upon hypoxia and LRP‐1 was previously not involved 
in efferocytosis [32], LRP1 is likely not involved. 
Compromised function of MerTK was seen to underlie  the  impaired efferocytosis during 
murine atherogenesis  in  vivo  [17, 29]. As expected, disrupted MerTK  signaling  in MerTK 
kinase domain deficient (MerTKkd) BMDM led to repressed efferocytosis in normoxia (figure 
5B).  Importantly,  while  hypoxia  significantly  reduced  the  efferocytosis  capacity  of  WT 
BMDM, hypoxia was not able to repress efferocytosis in MerTKkd BMDM any further (figure 
5B).  This  effect  was  specifically  mediated  by  the  MerTKkd,  since  expression  of  other 
efferocytosis receptor expression in MerTKkd BMDM was unaltered, except for a reduction 
in CD36 mRNA (figure 5C). However, as CD36 knockout did not affect efferocytosis (figure 
5D), as reported previously [32], this suggests that hypoxic repression of efferocytosis in WT 
BMDM  is  no  longer  effective  in MerTKkd  BMDM. Hypoxia‐dependent  downregulation  of 
MerTK in WT is thus likely responsible for repression of efferocytosis in a hypoxic milieu, 
such as the atherosclerotic plaque. 
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 Figure 4. Hypoxia limits efferocytosis via MerTK 
(A)  Efferocytosis  receptor  gene  expression  (SRA  –  Scavenger  receptor  A;  LRP1  ‐  Low  density 
lipoprotein receptor‐related protein 1) in normoxia or 0.2% O2. *p‐value<0.05 vs. normoxia of same 
gene. (B) Efferocytosis in wildtype and MerTKkd BMDM exposed to 21% or 0.2% O2. *p‐value<0.05 
vs. wildtype normoxia.  (C) Efferocytosis receptor gene expression  in wt and MerTKkd BMDMs. *p‐
value<0.05 vs. wt of same gene. (D) Efferocytosis of apoptotic Jurkats by wt and CD36‐/‐ BMDM. 
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(A) Representative images and quantifications of ROS‐mediated DNA damage (8OH‐dG) in aortic roots 
of carbogen or air‐treated mice (n=15/group, left panel), LDLrko plasma anti‐oxidant capacity relative 
to  the standard trolox, a water‐soluble vitamin E analogue  (trolox equivalents, middle graph), and 
DCFDA incorporation in BMDM exposed to 21%, 0.2% O2 (right graph) for 24hours. (B) Representative 
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 Figure 4. Hypoxia limits efferocytosis via MerTK 
(A)  Efferocytosis  receptor  gene  expression  (SRA  –  Scavenger  receptor  A;  LRP1  ‐  Low  density 
lipoprotein receptor‐related protein 1) in normoxia or 0.2% O2. *p‐value<0.05 vs. normoxia of same 
gene. (B) Efferocytosis in wildtype and MerTKkd BMDM exposed to 21% or 0.2% O2. *p‐value<0.05 
vs. wildtype normoxia.  (C) Efferocytosis receptor gene expression  in wt and MerTKkd BMDMs. *p‐
value<0.05 vs. wt of same gene. (D) Efferocytosis of apoptotic Jurkats by wt and CD36‐/‐ BMDM. 
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DISCUSSION 
 
This  study  revealed  that  reversal  of  plaque  hypoxia  can  inhibit  the  progression  of 
atherosclerotic plaques  to a vulnerable phenotype, by  reducing  the development of  the 
plaque‐destabilizing necrotic core. Also, it was shown that murine plaque macrophages are 
hypoxic  from  the  initiation  of  atherosclerosis  on,  using  the  hypoxia‐specific  marker 
pimonidazole.  Importantly, we  revealed  that  hyperoxic  carbogen  gas  not  only  achieved 
reoxygenation  of  atherosclerotic  plaques,  liver  and  spleen  in  LDLrko  mice,  but  also 
prevented apoptotic cell accumulation in the plaque.  
Apoptosis induction in vitro was not augmented by hypoxia, suggesting that reoxygenation 
restored  the  known  deficiency  in  apoptotic  cell  clearance  in  atherosclerosis  [28]. 
Mechanistically,  hypoxia‐dependent  transcriptional  downregulation  of  MerTK,  and 
subsequent reduction of apoptotic cell clearance by MerTK is the likely underlying cause for 
hampered  efferocytosis  by hypoxic macrophages.  Thus,  this  study  is  the  first  to  show a 
causal role of hypoxia in plaque destabilization, specifically in efferocytosis.  
 
In addition, plaque thrombogenicity was studied using TF expression, a key trigger of the 
extrinsic  coagulation  system  causally  linked  to  plaque  thrombosis  [30].  Interestingly, 
hypoxia enhanced macrophage expression of TF, supporting the prior correlation of human 
plaque hypoxia  to  intraplaque haemorrhage  [6]. Nevertheless, carbogen did not prevent 
the hypoxia‐induced expression of plaque TF. The oxygen debt in atherosclerosis is thought 
to  arise  from  the  sizeable oxygen‐consuming metabolism of  inflammatory  cells,  as even 
macrophages of LDLrko fatty streaks directly adjacent to arterial oxygen supply, within the 
100‐200µm oxygen diffusion distance, were hypoxic.  This was  already  suggested by our 
previous work, showing that human plaque macrophages were hypoxic, despite the close 
proximity – within 40µm – of arterial blood oxygen supply [6]. Moreover, hypoxia was also 
detected  in  most  tissue‐resident  leukocytes  of  lymphoid  organs  in  LDLrko  mice.  Not 
surprisingly, as hypoxia was found in many, if not all tissues with an extensive inflammatory 
influx,  such  as  wound  healing,  obesity,  rheumatoid  arthritis,  and  tumors  [33‐36].  As 
pimonidazole only  forms adducts  in  low oxygen concentrations  (<10mmHg oxygen [21]), 
this  indicates  that  hypoxia  in  plaque  macrophage  arises  from  a  high  oxygen  demand 
exceeding  oxygen supply.  Indeed,  activated  macrophages,  in  need  of  ATP  for  protein 
production  and migration,  show 9‐fold  enhancement  of  their  oxygen  consumption  [37]. 
Oxygen usage of activated macrophages would then compare to the notoriously high O2 
consumption by cardiac myocytes [38] which were indeed also positive for pimonidazole 
and sensitive to carbogen‐mediated reoxygenation (data not shown). Therefore, it is highly 
likely that upon activation, macrophages rapidly become hypoxic, even within the oxygen‐
diffusion limit.  
 
Once  hypoxic,  macrophages  will  primarily  rely  on  glycolysis  as  main  energy  supply,  as 
suggested  by  a  hypoxia‐dependent  increase  in  glucose  uptake  [39].  Together,  this may 
explain prior results of plaques with low glucose and ATP content, and high lactate levels 
[40]. Increased glycolytic activity has been linked with M1 polarization of macrophages [41]. 
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Indeed, hypoxic macrophages presented with a pro‐inflammatory M1 phenotype in vitro, 
although  reoxygenation  in  vivo  failed  to  switch  polarization.  Nevertheless,  tumor‐
associated macrophages located in hypoxic tumor regions, express an M2‐like profile, and 
both M1 and M2 marker expression was found in hypoxic adipose tissue macrophages [42‐
43].  Hence, macrophage  subtype  distinction might  not  be  as  clear  in  vivo,  and  despite 
hypoxia, the microenvironment seems to influence macrophage polarization/function also 
in the plaque. M2c macrophages are the most superior efferocytic macrophage subtype in 
humans  [31].  However,  neither  M1  nor  M2  polarization  could  protect  from  hypoxia‐
mediated reduction  in efferocytosis. Mechanistically,  low oxygen tension downregulated 
MerTK and CD36 expression, while upregulating LRP1. Both CD36 and LRP were not involved 
in  efferocytosis  in  vitro  as  shown  by  us  and  others  [32].  Hypoxic  upregulation  of  LRP1 
expression may  be  efferocytosis‐independent,  as  LRP1  has  a  myriad  of  other  functions 
related to atherosclerosis [44]. Only MerTKkd mimicked the reduced efferocytosis seen in 
hypoxic macrophages. In fact, MerTKkd has been shown to aggravate atherosclerosis in mice 
and  worsen  lupus‐like  autoimmunity  [17,29,45],  suggesting  a  role  of  MerTK  in  chronic 
inflammatory  diseases.  While  MerTKkd  bone  marrow  accelerated  both  atherosclerotic 
plaque size, as well as necrotic core size [17], carbogen treatment only affected the latter. 
This  may  be  explained  by  the  potentially  partial  inhibition  of  MerTK  expression,  the 
intermittent  nature  of  the  carbogen  treatment,  and  treatment  onset  after  initiation  of 
atherosclerosis.  While  MerTKkd  transplanted  LDLrko  recipient  mice  presented  with  a 
continuous and complete absence of MerTK activity prior to plaque initiation [17], normoxic 
macrophages  in  vitro  show  a  50%  increase  in  MerTK  expression  compared  to  hypoxic 
macrophages. Treatment of MerTKkd mice with carbogen gas could provide definite proof 
of the MerTK‐mediated carbogen effect.  
 
The current study is limited by the systemic nature of carbogen exposure. Therefore, many 
aspects of peripheral processes  instrumental  in atherogenesis were examined. Carbogen 
did not affect erythropoiesis, myelopoiesis,  thrombogenicity or plasma cholesterol  level. 
Also, blood pressure and heart rate were unaffected [46,47]. Although unlikely, we cannot 
fully exclude an indirect effect of carbogen on atherogenesis. 
 
Our  results  unveil  an  exciting  new  process  to  exploit  for  therapeutic  strategies  for 
atherosclerosis.  In mice, carbogen gas was able to stabilize the atherosclerotic plaque;  if 
translatable  to  the  human  situation,  this  may  potentially  prevent  plaque  ruptures  and 
thrombosis. Indeed, carbogen and hyperbaric oxygen therapy were safely and successfully 
applied  in  cancer  and diabetic  foot patients,  respectively  [48,49]. While  in humans with 
sleep  apnea,  maintained  oxygen  supply  through  continuous  positive  airway  pressure 
therapy already proved effective in reversing sub‐clinical atherosclerosis [50], effectiveness 
in existing human atherosclerosis remains unclear. Additionally, currently developed tools 
for  imaging of hypoxia  [13,51]  can be used  to monitor  the efficacy of  carbogen  to alter 
human plaque hypoxia and stability. 
 
In conclusion, carbogen‐mediated reoxygenation supports the role of plaque hypoxia as a 
driver of plaque instability through dysfunctional MerTK‐mediated clearance of apoptotic 
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cells  and  subsequent  necrotic  core  expansion.  Nevertheless,  translation  of  carbogen 
therapy to human atherosclerosis will need to be confirmed using non‐invasive imaging of 
plaque hypoxia and stability. 
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MR  GCAAATGGAGCCGTCTGTGC  CTCGTGGATCTCCGTGACAC 
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Pimonidazole positivity in THP‐1 macrophages subjected to 0.2% oxygen for increasing time periods. 
(D) BMDMs treated with LDL, oxLDL or control only show increased pimonidazole incorporation upon 
exposure to 0.2% O2 not after incubation in normoxia. Foam cell formation was confirmed with Oil 
Red  O.  All  graphs  present  geo  mean  fluorescence  of  anti‐pimonidazole  FITC  measured  by  flow 
cytometry.  
 
 Supplemental figure 2. Carbogen reoxygenated liver, spleen and lymph nodes 
(A)  Representative pictures and quantifications of liver, (B) spleen, and (C). lymph node stained with 
pimonidazole (brown) from air or carbogen treated LDLrko mice. * p‐value<0.05. (D) Representative 
pictures of pimonidazole stained arterial and venous white blood cells of two separate LDLrko mice, 
with their respective mouse‐matched kidney sections stained as positive control. 
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 Supplemental figure 3. Cholesterol and hematopoiesis are unchanged after carbogen exposure 
(A). plasma cholesterol, (B). plasma triglycerides (TG), (C). hemoglobin (Hb), and (D). hematocrit (Ht), 
(E).  bone  marrow  erythrocyte‐megakaryocyte  progenitors  (EMP,  CD16/32‐CD34‐),  (F)  absolute 
erythrocyte counts and (G). absolute white blood cell counts were similar between carbogen (black 
bars) or air‐treated mice (white bars). (H) Bone marrow stem cells, (I) common myeloid progenitor 
(CMP), and granulocyte‐macrophage progenitor (GMP) were similar between carbogen or air‐treated 
mice. (J) Blood and (K) spleen monocyte and granulocyte populations and (L). blood and (M) spleen 
Ly6C monocytic  subsets  (Ly6Chigh, white bar;  Ly6Clow, grey bar;  Ly6Cneg, black bar) were  similar 
between carbogen or air‐treated mice (N) Total T cells (CD3), T helper (CD4) and cytotoxic T cells (CD8) 
were similar between carbogen or air‐treated mice in blood, (O) spleen, and (P) lymph nodes. (Q) T 
regulatory cell (T‐reg) counts were also similar in blood, spleen and lymph nodes of carbogen or air‐
treated mice. (R) B‐cells were similar between carbogen or air‐treated mice in blood, and (S) spleen. 
(T) Plasmacytoid dendritic cells  (pDC),  (U) conventional DC  (cDC) and  (V) cDC subsets were similar 
between carbogen or air‐treated mice in spleen. 
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 Supplemental figure 4. Carbogen did not change plaque initiation in the aortic arch 
Representative hematoxylin and eosin images and quantification of aortic arch plaques of LDLrko mice 
exposed to an initial 4 weeks of HCD followed by 4 weeks of diet in combination with air (white bars) 
or carbogen gas (black bars).  
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ABSTRACT 
 
Background 
Atherosclerotic plaque hypoxia is present across species and has recently been shown to 
contribute to atherosclerosis pathogenesis by promoting plaque destabilization. Knockout 
of HIF  prolyl  hydroxylase  1  (PHD1)  switches metabolism  towards  glycolysis  and  reduces 
cellular oxygen consumption. We hypothesized that reduced cellular oxygen consumption 
by PHD1 deficiency alleviates plaque hypoxia and atherogenesis.  
 
Approach and Results 
LDLr‐/‐ and PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice (n=17 and 10, respectively) were placed on a diet containing 
0.25% cholesterol (HCD) for 8 weeks and atherosclerosis was analyzed in aortic roots and 
arches. Plaque hypoxia, detected by pimonidazole injections, and plaque size were indeed 
reduced  by  32%  and  35%,  respectively,  in  PHD1‐/‐LDLr‐/‐  mice,  independent  of  plaque 
macrophage content (MAC3), as main determinant of hypoxia. Interestingly, PHD1‐/‐LDLr‐/‐ 
mice  also  exhibited  5‐fold  reduced  plasma  cholesterol  levels  on  chow  and  on  HCD, 
explaining  the  observed  reduction  in  plaque  development.  All  these  effects  were 
independent  of  erythropoiesis  stimulation  associated with  general  PHD  inhibition.  Bone 
marrow transplantations did not affect plasma cholesterol or atherosclerosis, suggesting a 
stromal effect of PHD1. Mechanistically, whole body cholesterol flux analysis showed 4‐fold 
enhanced non‐biliary cholesterol excretion directly from plasma into intestines and feces. 
Simultaneously,  hepatic  cholesterol  uptake,  storage  and  synthesis  were  not  affected  in 
PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice, while biliary cholesterol excretion was even slightly decreased. In vivo 
antisense oligonucleotide‐mediated knockdown of hypoxia‐inducible  factor 2α,  the main 
PHD1 target, showed that PHD1 effects were independent of HIF2α stabilization. 
 
Conclusion 
In  conclusion,  PHD1 deficiency protects  against  atherosclerosis  by  improving  non‐biliary 
cholesterol clearance independent of HIF, HMG‐CoA‐reductase and LDLr. 
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INTRODUCTION 
 
Atherosclerotic  plaque  hypoxia  was  recently  shown  to  contribute  to  disease 
progression,  adding  another  risk  factor  to  the  well‐characterized  risk  factors  for 
atherosclerosis development, such as high blood cholesterol, smoking and hypertension. 
Human,  rabbit  and  murine  atherosclerotic  plaques  display  hypoxic  areas  [1‐2], 
predominantly located in inflammatory foci. Non‐invasive imaging of human plaque hypoxia 
using [18F]‐HX4 correlated well with [18F]‐fluorodeoxyglucose uptake, confirming this close 
association between hypoxia and inflammation [3]. Plaque hypoxia is, however, more than 
an epiphenomenon of inflammation, as reversal of hypoxia using hyperoxic carbogen gas 
(95% O2, 5% CO2) was able to block plaque progression and necrosis (chapter 3). Here, we 
aimed to reverse hypoxia using a genetically modified mouse model with reduced oxygen 
consumption  to  study  the  reoxygenation  and  potential  anti‐atherosclerotic  effects  of 
deficiency  in  the  oxygen  sensor  prolyl  hydroxylase  1  (PHD1,  EGLN2)  in  murine 
atherosclerosis.  
 
PHD  enzymes  1,  2  and  3  are  known  for  their  role  in  hypoxia‐inducible  factor  α  (HIFα) 
stabilization. In the presence of oxygen, PHDs mediate hydroxylation of two critical prolines 
of the HIFα proteins, which subsequently targets HIFα for von Hippel Lindau protein (pVHL)‐
mediated ubiquitination and proteasomal degradation. In hypoxia, hydroxylation capacity 
of  PHDs  is  inhibited,  resulting  in  HIFα  stabilization  [4].  The  ensuing  HIF‐mediated 
transcription  limits  energy‐  and  oxygen  consuming  processes,  while  promoting 
angiogenesis and thus oxygen supply. The PHD isoforms have differing affinity for the HIFα 
subunits  [5],  potentially  underlying  the  differential  functions  of  PHDs.  Interestingly, 
deficiency  of  PHD1  results  in  a  HIF2α‐mediated  metabolic  shift  from  oxidative 
phosphorylation  towards  glycolysis,  thereby  reducing  cellular  oxygen  consumption.  This 
shift  was  observed  to  be  independent  of  compensatory  fatty  acid  beta‐oxidation  or 
upregulation of PHD2 and PHD3 isoforms [6]. 
 
Based on these findings, we hypothesized that the reduced cellular oxygen consumption 
mediated by PHD1 deficiency can restore plaque oxygen levels, thereby preventing plaque 
progression  in  a  hypercholesterolemic mouse model. Here, we  show  that  genetic  PHD1 
deficiency  indeed  alleviated plaque hypoxia  and plaque burden  in  atherosclerosis‐prone 
low density  lipoprotein  receptor  knockout  (LDLr‐/‐) mice. However,  PHD1 deficiency also 
reduced plasma cholesterol  levels. Mechanistically,  lower plasma cholesterol  levels were 
due  to  enhanced  non‐biliary  cholesterol  excretion,  so  called  trans‐intestinal  cholesterol 
excretion (TICE). Thereby, this study unveils an intriguing new link between oxygen‐sensing 
and cholesterol metabolism.    
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MATERIAL AND METHODS 
 
ANIMALS 
All  mouse  experiments  were  approved  by  the  regulatory  authority  of  the  Maastricht 
University  Medical  Centre  and  performed  in  compliance  with  the  Dutch  governmental 
guidelines. PHD1‐/‐ mice were generously provided by Prof. Carmeliet (KU Leuven, [6]) and 
were bred at least 9x on LDLr‐/‐ C57J/Bl6 background. Male LDLr‐/‐ mice were obtained from 
an  in‐house  breeding  colony,  originating  from  Charles  River  (Wilmington,  MA,  USA). 
Complete absence of PHD1 mRNA was confirmed in bone‐marrow derived macrophages, 
liver and intestines (data not shown). 
 
ATHEROSCLEROSIS MODELS 
Male PHD1‐/‐LDLr‐/‐ and LDLr‐/‐ littermates (n=10 and 17, respectively, age: 11 weeks) were 
fed a high cholesterol diet (HCD) ad libitum (0.25% cholesterol, SDS 824171) for 8 weeks. 
For  bone  marrow  transplantations,  LDLr‐/‐  recipients  and  PHD1‐/‐LDLr‐/‐  recipients  were 
placed on antibiotic water, containing neomycin (100mg/L; Gibco, Carlsbad, CA, USA) and 
polymyxin B sulfate (60.000U/L; Gibco) for 7 weeks  in total while being fed a chow diet. 
After one week of antibiotic water drinking, bone marrow as isolated from female wildtype 
(WT; C57J/Bl6) and PHD1‐/‐ mice and  transplanted  (1x107 cells/mouse)  into both  lethally 
irradiated  LDLr‐/‐  recipients  (2x6Gy,  n=20/20)  and  PHD1‐/‐LDLr‐/‐  recipients  (n=8/8). Mice 
were left to recover for 6 weeks on chow diet and subsequently placed on HCD for 8 weeks. 
An  additional  set  of  lethally  irradiated  LDLr‐/‐  recipient  mice  received  either  WT  (n=22 
recipients) or PHD1‐/‐ (n=15 recipients) bone marrow. Upon recovery and 4 weeks of HCD, 
mice underwent bilateral, perivascular  collar placement  surgery, as previously described 
[7]. These mice were sacrificed after another 13 weeks of HCD (21 weeks post‐BMT). 
 
ATHEROSCLEROSIS QUANTIFICATION AND IMMUNOHISTOCHEMISTRY 
One hour prior to sacrifice, all mice were intraperitoneally (i.p.) injected with the hypoxia–
specific marker pimonidazole  (100 mg/kg, hypoxyprobe Omni HP3 kit, Hypoxyprobe  Inc. 
Burlington, MA, USA). Mice were euthanized with a pentobarbital overdose (100 mg/kg i.p.) 
and blood was withdrawn via the right ventricle for flow cytometry, absolute white and red 
blood cell counts (Coulter Ac.T diff, Beckman Coulter) and total cholesterol analysis. Mice 
were perfused via the left cardiac ventricle with PBS containing sodium nitroprusside (0.1 
mg/ml; Sigma‐Aldrich, Seelze, Germany). Aortic arch, root and organs were subsequently 
excised and fixed in 1% PFA overnight and paraffin‐embedded.  
Aortic  roots  and arches were  serially  sectioned and  stained with hematoxylin  and eosin 
(H&E, Sigma) for plaque area and lipid core content quantification. Five consecutive H&E 
sections at 20 µm intervals were analyzed blindly using computerized morphometry (Leica 
QWin V3, Cambridge, UK) and averaged per mouse. Sections within this 100 µm interval 
were used for remaining immunohistochemical stainings. For all stainings, antigen retrieval 
was performed at pH 6  (Dako REAL  target  retrieval, Dako). Hypoxia was detected  in  the 
aortic  roots  and  livers  using  a  rabbit  polyclonal  antibody  (clone  2627)  directed  against 
pimonidazole  derivates,  formed  specifically  in  hypoxic  but  living  cells  in  vivo  (% 
pimonidazole/total plaque area). Additionally, macrophage content of aortic root plaques 
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an epiphenomenon of inflammation, as reversal of hypoxia using hyperoxic carbogen gas 
(95% O2, 5% CO2) was able to block plaque progression and necrosis (chapter 3). Here, we 
aimed to reverse hypoxia using a genetically modified mouse model with reduced oxygen 
consumption  to  study  the  reoxygenation  and  potential  anti‐atherosclerotic  effects  of 
deficiency  in  the  oxygen  sensor  prolyl  hydroxylase  1  (PHD1,  EGLN2)  in  murine 
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PHD  enzymes  1,  2  and  3  are  known  for  their  role  in  hypoxia‐inducible  factor  α  (HIFα) 
stabilization. In the presence of oxygen, PHDs mediate hydroxylation of two critical prolines 
of the HIFα proteins, which subsequently targets HIFα for von Hippel Lindau protein (pVHL)‐
mediated ubiquitination and proteasomal degradation. In hypoxia, hydroxylation capacity 
of  PHDs  is  inhibited,  resulting  in  HIFα  stabilization  [4].  The  ensuing  HIF‐mediated 
transcription  limits  energy‐  and  oxygen  consuming  processes,  while  promoting 
angiogenesis and thus oxygen supply. The PHD isoforms have differing affinity for the HIFα 
subunits  [5],  potentially  underlying  the  differential  functions  of  PHDs.  Interestingly, 
deficiency  of  PHD1  results  in  a  HIF2α‐mediated  metabolic  shift  from  oxidative 
phosphorylation  towards  glycolysis,  thereby  reducing  cellular  oxygen  consumption.  This 
shift  was  observed  to  be  independent  of  compensatory  fatty  acid  beta‐oxidation  or 
upregulation of PHD2 and PHD3 isoforms [6]. 
 
Based on these findings, we hypothesized that the reduced cellular oxygen consumption 
mediated by PHD1 deficiency can restore plaque oxygen levels, thereby preventing plaque 
progression  in  a  hypercholesterolemic mouse model. Here, we  show  that  genetic  PHD1 
deficiency  indeed  alleviated plaque hypoxia  and plaque burden  in  atherosclerosis‐prone 
low density  lipoprotein  receptor  knockout  (LDLr‐/‐) mice. However,  PHD1 deficiency also 
reduced plasma cholesterol  levels. Mechanistically,  lower plasma cholesterol  levels were 
due  to  enhanced  non‐biliary  cholesterol  excretion,  so  called  trans‐intestinal  cholesterol 
excretion (TICE). Thereby, this study unveils an intriguing new link between oxygen‐sensing 
and cholesterol metabolism.    
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mice underwent bilateral, perivascular  collar placement  surgery, as previously described 
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were perfused via the left cardiac ventricle with PBS containing sodium nitroprusside (0.1 
mg/ml; Sigma‐Aldrich, Seelze, Germany). Aortic arch, root and organs were subsequently 
excised and fixed in 1% PFA overnight and paraffin‐embedded.  
Aortic  roots  and arches were  serially  sectioned and  stained with hematoxylin  and eosin 
(H&E, Sigma) for plaque area and lipid core content quantification. Five consecutive H&E 
sections at 20 µm intervals were analyzed blindly using computerized morphometry (Leica 
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was performed at pH 6  (Dako REAL  target  retrieval, Dako). Hypoxia was detected  in  the 
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pimonidazole  derivates,  formed  specifically  in  hypoxic  but  living  cells  in  vivo  (% 
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was quantified as Mac3+ cells/plaque area (rat anti‐mouse Mac‐3, clone M3/84, BD) and 
leucocyte count was quantified in the liver as CD45 positive cells (rat‐anti‐mouse CD45 LCA 
ly‐5  antibody,  clone  30F11  B&D)  per  liver  area.  Oil  red  O  staining  (ORO)  on  optimum 
cutting  temperature medium  (OCT)‐frozen  tissue allowed quantification of ORO positive 
area per total liver area as indicator for hepatic fat accumulation.  
 
CHOLESTEROL FLUX ANALYSIS IN VIVO 
PHD1‐/‐LDLr‐/‐ and LDLr‐/‐ mice (n=10/group) were fed a HCD for 8 weeks and subsequently 
received an  intravenous dose of 0.3 mg (0.763 mol) cholesterol‐D5 dissolved  in  Intralipid 
(20%, Fresenius Kabi, Den Bosch, The Netherlands) and an oral dose of 0.6 mg (1.535 mol) 
cholesterol‐D7 dissolved in medium chain TG oil. Blood spots were collected from the tail 
on filter paper before administration of labeled cholesterol and 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 
144  and  168  hours  thereafter.  At  this  point,  mice  received  [1‐13C]acetate  (Isotec, 
Miamisburg, OH) in drinking water (2% w/w in tap water). Feces (1x daily) and blood spots 
(0, 8, 24, 32, 48, 56 and 72 hours) were collected from individually housed mice. Food intake 
and drinking behavior was monitored by weighing food and drinking water during the whole 
experiment. Seventy‐two hours after [1‐13C]acetate administration, mice were anesthetized 
by intraperitoneal injection with Hypnorm (fentanyl/fluanisone, 1 ml/kg) and Diazepam (10 
mg/kg). Bile was collected by cannulation of the gallbladder for 30 min, during which body 
temperature was  stabilized using a humidified  incubator. At  the end of  the experiment, 
mice were euthanized by exsanguination and livers and intestines were excised.  
Analytical procedures are described elsewhere [8]. In short, cholesterol was extracted from 
blood spots [9]. Total biliary and plasma concentrations of cholesterol were subsequently 
determined  [10].  Biliary  lipids  [11]  and  fecal  neutral  sterols  [12]  were  extracted  and 
derivatized  using  N,O‐bis‐(trimethyl)trifluoroacetamide/pyridine  (1:1  v/v)  with  1% 
trimethylchlorosilane at room temperature.  
 
WHOLE BODY CHOLESTEROL FLUX CALCULATIONS 
For cholesterol kinetic analysis, the fractional contributions of the different isotopologues 
as measured by GCMS (m0‐m7) were adjusted for the natural abundance of 13C by multi‐
linear regression as described by Lee et al. [13]. This way, the excess fractional distribution 
of  mass  isotopologues  (M0‐M7)  due  to  dilution  and  incorporation  of  tracers  during  the 
experiment was obtained.  In this procedure, the sample taken before the experiment of 
each animal was used as baseline distribution and so M0 equals one and subsequently, M1 
to M7 equals zero for these samples. Empirically, it was found that the time‐course of both 
cholesterol tracers can be described by the sum of three exponential curves: 
 
𝑓𝑓���𝑡𝑡� � �𝑓𝑓���𝑒𝑒���� ��𝑓𝑓���𝑒𝑒���� ��𝑓𝑓���𝑒𝑒����   
in which  f  represents  the  fractional  contribution  ofthe  tracer  at  time point  0  and  k  the 
elimination/absorption rates of the tracer.  
To estimate the kinetic parameters in this equation the model was implemented in SAAM II 
(v2.3, The Epsilon Group, Charlottesville, VA, USA). The area under  the curve  (AUC) was 
calculated as the sum of the ratios of the fractional contribution of the tracer (fx) and the 
fractional elimination/absorption rates (kx) of the three exponential curves.  
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The  turnover  rate  plasma  cholesterol  (Ra)  is  calculated  as  the  amount  of  the  IV‐
administered cholesterol tracer, i.e., the product of the administered tracer dose (D) and its 
fractional availability (F) divided by its AUC. The pool size (Q) is calculated as tracer dose of 
the administered  IV  cholesterol divided by  the  intercept with  the y‐axis  (f3).  Cholesterol 
absorption (Rabs) is calculated as the ratio of AUC of OR and IV administered cholesterol that 
is corrected for its respective dose.  
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Whole  body  cholesterol  synthesis  in  vivo  was measured  according  to mass  isotopomer 
distribution analysis (MIDA) [16‐18]. In short, mice were supplemented with [1‐13C]‐acetate 
(2% w/w in tap water) for 3 days and feces (1x daily) and blood spots (0, 8, 24, 32, 48, 56 
and 72) were collected. 
The frequencies of isotopologues of cholesterol molecules in blood spots, i.e., M1 and M3, 
were  used  to  calculate  precursor  pool  enrichments  of  cholesterol  synthesis.  These 
enrichments were used to calculate the distributions of M1 and M3 in the newly synthesized 
part of cholesterol (M*1 and M*3). 
The ratios M1 over M*1 and M3 over M*3 gives an estimation of the fractional cholesterol 
synthesis.  The  absolute  cholesterol was  subsequently determined  as  the product  of  the 
fractional synthesis and pool size. 
 
IN VIVO VLDL PRODUCTION AND VLDL‐LIKE EMULSION PARTICLE CLEARANCE 
VLDL production was assessed in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ and LDLr‐/‐ mice after 8 weeks of a HCD using 
i.v. injections with Triton WR1339 (Sigma, T8761, 500 mg/kg, 6 mice per genotype) or i.p. 
with poloxamer 407  (Sigma, 16758,  1000 mg/kg,  10 mice per genotype). Blood  samples 
were withdrawn over time for triglyceride (TG) analysis in plasma. 
For VLDL clearance, PHD1‐/‐LDLr‐/‐ and LDLr‐/‐ mice (n=10/group) were fed a high cholesterol 
diet (HCD: 0.25% cholesterol, SDS 824171) for 8 weeks and fasted for 4 hours prior to the 
experiment and blood was taken via tail snip at t = 0 min. Glycerol tri[3H]oleate ([3H]TO; 100 
µCi) and  [14C]cholesteryl oleate  ([14C]CO; 10 µCi) double‐labeled VLDL‐like particles were 
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min with ice‐cold PBS containing 10U/ml heparin. Next, organs were harvested and uptake 
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was quantified as Mac3+ cells/plaque area (rat anti‐mouse Mac‐3, clone M3/84, BD) and 
leucocyte count was quantified in the liver as CD45 positive cells (rat‐anti‐mouse CD45 LCA 
ly‐5  antibody,  clone  30F11  B&D)  per  liver  area.  Oil  red  O  staining  (ORO)  on  optimum 
cutting  temperature medium  (OCT)‐frozen  tissue allowed quantification of ORO positive 
area per total liver area as indicator for hepatic fat accumulation.  
 
CHOLESTEROL FLUX ANALYSIS IN VIVO 
PHD1‐/‐LDLr‐/‐ and LDLr‐/‐ mice (n=10/group) were fed a HCD for 8 weeks and subsequently 
received an  intravenous dose of 0.3 mg (0.763 mol) cholesterol‐D5 dissolved  in  Intralipid 
(20%, Fresenius Kabi, Den Bosch, The Netherlands) and an oral dose of 0.6 mg (1.535 mol) 
cholesterol‐D7 dissolved in medium chain TG oil. Blood spots were collected from the tail 
on filter paper before administration of labeled cholesterol and 3, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120, 
144  and  168  hours  thereafter.  At  this  point,  mice  received  [1‐13C]acetate  (Isotec, 
Miamisburg, OH) in drinking water (2% w/w in tap water). Feces (1x daily) and blood spots 
(0, 8, 24, 32, 48, 56 and 72 hours) were collected from individually housed mice. Food intake 
and drinking behavior was monitored by weighing food and drinking water during the whole 
experiment. Seventy‐two hours after [1‐13C]acetate administration, mice were anesthetized 
by intraperitoneal injection with Hypnorm (fentanyl/fluanisone, 1 ml/kg) and Diazepam (10 
mg/kg). Bile was collected by cannulation of the gallbladder for 30 min, during which body 
temperature was  stabilized using a humidified  incubator. At  the end of  the experiment, 
mice were euthanized by exsanguination and livers and intestines were excised.  
Analytical procedures are described elsewhere [8]. In short, cholesterol was extracted from 
blood spots [9]. Total biliary and plasma concentrations of cholesterol were subsequently 
determined  [10].  Biliary  lipids  [11]  and  fecal  neutral  sterols  [12]  were  extracted  and 
derivatized  using  N,O‐bis‐(trimethyl)trifluoroacetamide/pyridine  (1:1  v/v)  with  1% 
trimethylchlorosilane at room temperature.  
 
WHOLE BODY CHOLESTEROL FLUX CALCULATIONS 
For cholesterol kinetic analysis, the fractional contributions of the different isotopologues 
as measured by GCMS (m0‐m7) were adjusted for the natural abundance of 13C by multi‐
linear regression as described by Lee et al. [13]. This way, the excess fractional distribution 
of  mass  isotopologues  (M0‐M7)  due  to  dilution  and  incorporation  of  tracers  during  the 
experiment was obtained.  In this procedure, the sample taken before the experiment of 
each animal was used as baseline distribution and so M0 equals one and subsequently, M1 
to M7 equals zero for these samples. Empirically, it was found that the time‐course of both 
cholesterol tracers can be described by the sum of three exponential curves: 
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in which  f  represents  the  fractional  contribution  ofthe  tracer  at  time point  0  and  k  the 
elimination/absorption rates of the tracer.  
To estimate the kinetic parameters in this equation the model was implemented in SAAM II 
(v2.3, The Epsilon Group, Charlottesville, VA, USA). The area under  the curve  (AUC) was 
calculated as the sum of the ratios of the fractional contribution of the tracer (fx) and the 
fractional elimination/absorption rates (kx) of the three exponential curves.  
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experiment and blood was taken via tail snip at t = 0 min. Glycerol tri[3H]oleate ([3H]TO; 100 
µCi) and  [14C]cholesteryl oleate  ([14C]CO; 10 µCi) double‐labeled VLDL‐like particles were 
prepared as described earlier [17]. To study the  in vivo clearance of these particles, mice 
were fasted for 4 h and injected intravenously with the emulsion (1mg TG in 200µl emulsion 
per mouse). Blood samples were taken via tail snip at 2, 5, 10 and 15 min after injections. 
Subsequently, mice were sacrificed by cervical dislocation and perfused via the heart for 5 
min with ice‐cold PBS containing 10U/ml heparin. Next, organs were harvested and uptake 
of [3H]TO and [14C]CO‐derived radioactivity by the organs was determined and expressed as 
percentage of the injected dose per gram wet tissue weight.  
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ANTISENSE OLIGONUCLEOTIDE (ASO) INJECTIONS 
Control or HIF2α ASOs were generously provided by ISIS Pharmaceuticals. LDLr‐/‐ and PHD1‐
/‐LDLr‐/‐  mice  were  placed  on  HCD  with  simultaneous  ASO  injections  (twice  weekly  i.p. 
25mg/kg). Blood was withdrawn via vena saphena prior to first injections and at 2, 4 and 6 
weeks of ASO administration (maximum 50µl to avoid anemia effects).  
 
PLASMA CHOLESTEROL, TRIGLYCERIDES ANALYSIS AND LIPOPROTEIN FRACTIONING 
Plasma was obtained by centrifugation, snap‐frozen and stored at ‐80˚C until further use. 
Plasma  total  cholesterol  (TC)  and  TG  were  assessed  using  standard  enzymatic  assays 
(Cholesterol FS´10; Ref: 1 1300 99 10 021; Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, Germany 
and Triglycerides FS 5’ Ecoline; Ref: 1 5760 99 90 314; Diagnostic Systems GmbH, Holzheim, 
Germany) automated on the Cobas Fara centrifugal analyzer (Roche). 
Hepatic cholesterol and TG were extracted using the Bligh & Dyer lipid extraction method 
[11]. Pooled plasma samples from LDLr‐/‐ and PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice were used for lipoprotein 
fractioning on a Superose 6 PC 3.2/30 column (Akta System, Amersham Pharmacia Biotech, 
Piscataway,  NJ).  The  samples  were  eluted  at  a  constant  flow  rate  of  50  µL/min  in  PBS 
(supplemented with 1 mmol/L EDTA; pH 7.4). Fractions of 50 µl were collected and assayed 
for TC and TG using the kits described above. 
 
HEPATIC CHOLESTEROL, TRIGLYCERIDE, GLYCOGEN, AND ATP 
Livers were snapfrozen and stored at ‐80˚C until further use. For cholesterol and TG analysis, 
approximately  50mg  tissue  was  homogenized  using  glass  beads  in  SET  buffer  (250mM 
sucrose, 2mM EDTA, 10mM Tris pH6.8), with 2  subsequent  freeze‐thaw cycles.  Samples 
were then further homogenized by pulling through 25G needles repeatedly,  followed by 
another freeze‐thaw cycle of the homogenate. Hepatic cholesterol and TG were determined 
and subsequently corrected for protein content in the homogenate (BCA kit, Thermo Fisher 
Scientific, Cat. No. 23227). 
Hepatic glycogen extraction was performed adjusted from [18]. In short, 25mg of liver was 
homogenized in 1M KOH using glass beads and incubated at 100˚C for 30min. Lysates were 
neutralized adding 0.5 volume of 1M perchloric acid. Samples were centrifuged at 10000g 
for  1  min  and  supernatants  were  left  to  precipitate  overnight  in  95%EtOH/0.1%LiCl. 
Precipitates  were  washed  in  80%MeOH/0.1%LiCl  and  80%EtOH/0.1%LiCl  in  water  with 
centrifugation at 1000rpm for 2 min in between. Pellet was left to dry and hydrolyzed to 
glucose using 1MHCl (2h, 100˚C). Upon cooling, the reaction was neutralized with 2M NaOH. 
Glucose was then measured using the Glucose (GO) Assay kit (GAGO‐20 Sigma).  
Hepatic ATP was extracted using Phenol‐TE. 20‐30mg tissue was taken up in 3ml Phenol‐TE 
and homogenized using glass beads. Per ml homogenate, 200µl chloroform and 150µl de‐
ionized water was added and upon thorough shaking (20s) and centrifugation (10,000 rpm, 
5min, 4˚C), ATP was measured in the supernatant using the CellTiter‐Glo Luminescence Cell 
Viability Assay (Promega G7570). 
 
FLOW CYTOMETRY AND BLOOD PARAMETERS 
Cells  isolated  from  whole  blood,  spleen  and  lymph  nodes  were  analysed  using  flow 
cytometry  (n=10  per  group).  Spleen  and  lymph  nodes  were  crushed  into  single‐cell 
suspensions  and  blood  and  spleen  were  subsequently  subjected  to  erythrocyte  lysis. 
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Following  specific  antibodies were  used  to  detect  leucocyte  subsets  in  all  tissues:  bone 
marrow  stem  cells  (lin/Sca‐1/c‐kit;  eBioscience,  BD),  common  myeloid  progenitors 
(CD16/32int,  CD34int;  eBioscience,  BD  respectively),  granulocyte‐macrophage  progenitors 
(CD16/32high,  CD34high),  erythrocyte‐megakaryocyte  progenitors  (CD16/32‐,  CD34‐), 
leucocytes (CD45+, Biolegend), T cells (CD3ε+, NK1‐1‐; Miltenyi, eBioscience, resp.), T helper 
cells  (CD4+,  BD),  cytotoxic  T  cells  (CD8a+,  BD),  effector  T  cells  (CD44high,  CD62low;  BD, 
eBioscience,  resp.),  central  memory  T  cells  (CD44high,  CD66high),  naïve  T  cells  (CD44low, 
CD66high), regulatory T cells (CD4+, CD25high, FoxP3high; eBioscience), B cells (B220+; BD), NK 
cells  (NK1‐1+),  granulocytes  (CD11bhigh  Ly6Ghigh;  BD,  eBioscience,  resp.)  and  monocytes 
(CD11bhigh Ly6Glow Ly6Chigh/intermediate/low; Miltenyi). Data were acquired using a FACS Canto II 
and analyzed with FACS diva software (BD).  
For blood parameter analysis, whole blood was diluted 1:10 in Hepes buffer, pH 7.45 (10mM 
Hepes, 136mM NaCl, 2.7mM KCl, 2mM MgCl2, 0.1% glucose, 0.1% BSA) and subsequently 
measured on the XP3000 Sysmex analyzer (Sysmex, Chuo‐ku Kobe, Japan). 
 
QUANTITATIVE RT‐PCR (QPCR) 
Total RNA was isolated and transcribed as described [19]. QPCR analyses were performed 
from 10ng cDNA and amplicons were visualized SYBR green using gene specific primer sets 
(supplemental table 1). For hepatic genes 18S rRNA and for intestinal samples GAPDH was 
used as housekeeping gene, insensitive to changes in oxygen levels and PHD1 knockout.  
 
STATISTICAL ANALYSIS 
All  data  are  presented  as  mean+SEM,  with  *p‐value  <0.5,  **p‐value<0.01,  ***p‐
value<0.0001.  All  parameters  were  analyzed  using  independent  sample  tests  and  were 
tested  for  normal  distribution  using  Shapiro‐Wilk  normality  test.  Parameters  with  two 
groups were compared with  student’s  t‐test or Mann‐Whitney  rank‐sum test.  In case of 
more  than  two  groups,  parameters  were  analyzed  using  one‐way  ANOVA  followed  by 
Bonferroni’s Multiple Comparison Test or Kruskal‐Wallis rank‐sum test, followed by Dunn’s 
post‐hoc testing. Time course experiments were analyzed using repeated measured (mixed 
model) ANOVA,  followed by Bonferroni post‐tests upon confirmation of homogeneity of 
variances using Levene’s (IBM SPSS statistics 22). Correlation analysis was performed using 
Spearman bivariate correlation analysis (IBM SPSS statistics 22).   
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RESULTS 
 
PHD1 deficiency reduces plaque formation, plaque hypoxia and plasma cholesterol levels  
In  keeping with  our  hypothesis,  PHD1 deficiency  reduced  plaque  size  and  necrotic  core 
content  compared  to  LDLr‐/‐  mice  on  high  cholesterol  diet  (HCD)  (figure  1A).  Hypoxic 
(pimonidazole‐positive) area was  reduced  in  the atherosclerotic plaques of PHD1‐/‐LDLr‐/‐ 
mice. This alleviation in plaque hypoxia was independent of the reduction in plaque size and 
macrophage content (figure 1A), suggesting PHD1 deficiency reduced macrophage oxygen 
consumption as shown before in other cell types [6].  
 Figure  1.  PHD1  deficiency  reduces  plaque  formation  and  plaque  hypoxia,  but  also  plasma 
cholesterol levels 
(A). Representative pictures of aortic roots (hematoxylin and eosin H&E, pimonidazole and MAC3) and 
quantifications of plaque size and necrotic core as well as plaque hypoxia and macrophage content of 
PHD1‐/‐LDLr‐/‐  mice  (n=10)  and  LDLr‐/‐  (n=17)  after  8  weeks  of  HCD.  (B)  Plasma  cholesterol  and 
triglyceride levels after 8 weeks of high cholesterol diet and on chow. (C) Linear regression analysis of 
plasma cholesterol and plaque size shown for both genotypes (grey open circles for LDLr‐/‐ and closed 
black circles  for PHD1‐/‐LDLr‐/‐,  r2= 0.3388, p=0.0023).  (D) Total CD45+  leucocyte count and (E)  flow 
cytometry  of  hematopoietic  progenitors  megakaryocyte‐erythroid  progenitor  (MEP),  granulocyte‐
macrophage progenitor (GMP) and common myeloid progenitor (CMP) isolated from bone marrow of 
LDLr‐/‐ (white bars) and PHD1‐/‐ mice (black bars). (F) Red blood cell count in whole blood upon 8 weeks 
of HCD and on chow. White bars represent LDLr‐/‐ and black bars represent PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice. 
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Surprisingly, PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice showed reduced plasma cholesterol and triglyceride (TG) 
levels (figure 1B), despite similar food and hence cholesterol intake and body weight gain 
(supplemental  figure  1A).  Cholesterol  levels  correlated with  atherosclerotic  plaque  area 
(r2=0.3388,  p=0.0023,  figure  1C).  Additionally,  PHD1‐/‐LDLr‐/‐  mice  presented  with 
significantly  reduced  leucocyte  count  in  blood,  spleen  and  lymph  nodes  across  all  sub‐
populations (figure 1D, supplemental figure 2, lymph node and spleen data not shown). The 
same trend was observed in mice on chow diet (data not shown). This effect was not due 
to  aberrant  leucocyte  differentiation,  as myeloid  progenitors  in  bone marrow were  not 
changed (figure 1E, supplemental figure 1B). Although erythropoiesis is HIF‐dependent, red 
bone marrow  erythropoietic  progenitors,  blood  cell  count  or  morphology,  hemoglobin, 
hematocrit,  blood  lactate  and  pH,  were  unchanged  on  HCD  and  chow  diet  (figure  1F, 
supplemental figure 1C‐F). Unaltered plasma thyroid stimulating hormone (TSH) levels show 
that  PHD1 deficiency does not  result  in  an obvious hyperthyroidism,  thereby  enhancing 
metabolic rate and cholesterol usage (supplemental figure 1G). This data points towards a 
direct effect of PHD1 on cholesterol metabolism.  
 
Hematopoietic  PHD1  deficiency  does  not  affect  atherosclerosis  development  and 
marginally lowers plasma cholesterol levels 
In  order  to  differentiate  between  the  effects  of  cholesterol  and  inflammation  on 
atherosclerosis development, bone marrow from wildtype (WT) or PHD1‐/‐ bone marrow 
was transplanted into LDLr‐/‐ mice. Hematopoietic PHD1 knockout in LDLr‐/‐ recipient mice 
did not significantly affect plasma cholesterol or TG levels (figure 2A, PHD1‐/‐ bone marrow 
indicated by (‐/‐), left two bars). Only upon stromal PHD1 knockout (PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice with 
‐/‐ bone marrow), plasma cholesterol and TG levels were significantly lowered compared to 
LDLr‐/‐ mice  receiving WT bone marrow  (figure  2A,  right  two  bars).  Also,  hematopoietic 
knockout of PHD1 in LDLr‐/‐ recipients did not significantly affect leucocyte count, plaque 
hypoxia or atherosclerosis development (figure 2B,C), suggesting that mainly the stromal 
and not the hematopoietic fraction contributes to PHD1 deficiency‐associated changes in 
cholesterol  metabolism,  which  might  subsequently  affect  leucocyte  count,  and  plaque 
hypoxia and development.  
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  Figure 2. Hematopoietic PHD1 deficiency does not affect atherosclerosis development 
(A) Plasma cholesterol and triglyceride levels upon hematopoietic PHD1 deficiency (‐/‐, black bars) or 
wildtype  (+/+,  white  bars)  in  LDLr‐/‐  recipients  (n=20/20,)  or  PHD1‐/‐LDLr‐/‐  recipients  (n=8/8).  (B) 
Leucocyte count and plaque hypoxia in whole blood of LDLr‐/‐ recipients reconstituted with wildtype 
(WT  n=20)  or  PHD1‐/‐  (n=20)  bone  marrow.  (C)  Representative  pictures  (H&E)  of  atherosclerotic 
plaques in aortic roots (upper panel, n=20 WT and n=20 PHD1‐/‐) and carotid artery (lower panel n=20 
WT and 15 PHD1‐/‐) with quantifications of plaque size and necrotic core content of LDLr‐/‐ recipients 
with WT (black bars) or PHD1‐/‐ (white bars) reconstituted bone marrow. 
 
Hepatic cholesterol and TG metabolism is not affected by PHD1 deficiency 
Next, the liver as the main regulator of lipid metabolism was further studied. Hepatocyte 
cell size, hepatic inflammation, hypoxia and glycogen content were similar in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ 
mice and littermate controls, with a slight reduction in liver weight (supplemental figure 3A‐
C).  The  VLDL  pool  could  be  held  accountable  for  the  lower  plasma  cholesterol  levels 
observed in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice on HCD and on chow diet (figure 3A, supplemental figure 
3D,E), while high density lipoprotein (HDL)‐cholesterol and HDL‐apoAI concentrations (data 
not shown) remained unchanged. We therefore investigated hepatic VLDL‐TG production 
and clearance in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice compared to controls. Hepatic VLDL‐TG production was 
similar  in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice compared  to controls using  two different  lipoprotein  lipase 
inhibitors, Poloxamer 407  (figure 3B) and Triton WR1339  (supplemental  figure 3F,G).  To 
assess  VLDL  clearance,  we  generated  glycerol  tri[3H]oleate  and  [14C]cholesteryl  oleate 
([3H]TO,  [14C]CO)  double‐labeled  VLDL‐like  particles,  allowing  tracing  of  the  selective 
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clearance  of  triglycerides  via  lipoprotein  lipase  (LPL)‐mediated  delipidation  ([3H]TO),  in 
addition  to clearance of  cholesteryl ester‐containing  remnant particles  ([14C]CO). Plasma 
clearance  of  [3H]TO  and  [14C]CO  was  unaltered  (figure  3C,  supplemental  figure  3H). 
Interestingly, the hepatic uptake of 14C activity (reflecting hepatic remnant particle uptake) 
was  enhanced  in  PHD1‐/‐LDLr‐/‐  mice  compared  to  LDLr‐/‐  mice  (figure  3D,  right  graph). 
Hepatic  expression  of  SR‐B1  was  indeed  increased,  possibly  explaining  enhanced 
cholesterol uptake in the liver (figure 3E). However, cholesterol did not accumulate in the 
liver, as witnessed by the unchanged hepatic cholesterol content (figure 3F) and oil red O‐
stainable  lipid  content  (supplemental  figure  3I).  In  line,  hepatic  expression  of HMG‐CoA 
reductase,  a  rate‐limiting  enzyme  in  cholesterol  synthesis  and  negatively  regulated  by 
hepatic lipid accumulation [20], was unchanged. Accordingly, unaltered hepatic acetyl‐CoA 
levels,  a  cholesterol  precursor  (figure  3G),  reflected  unchanged  cholesterol  synthesis  in 
PHD1‐/‐LDLr‐/‐  mice.  Also,  whole  body  cholesterol  synthesis,  measured  by  [13C]acetate 
incorporation  into  the  cholesterol  pool  was  unaltered  (figure  3H).  Thus,  internalized 
cholesterol  is  probably  rapidly  excreted  by  the  liver  in  PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice  by  either  fast 
clearance from the liver via the bile or by release back into the circulation. 
  Figure 3. PHD1 deficiency does not influence hepatic TG and cholesterol metabolism 
All data presented in this figure were obtained after 8 weeks of HCD. (A) Lipoprotein fractionation of 
pooled plasma samples from PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice and LDLr‐/‐ controls (pooled samples n=3). (B) VLDL‐
TG packaging upon poloxamer 407 injection. Results are presented relative to 1, as plasma TG levels 
were again decreased on baseline (left graph) in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice compared to littermate controls 
(n=10/group).  (C)  Glycerol  tri[3H]oleate–labeled  emulsion  particle  clearance  representing  TG 
clearance (left) and cholesteryl ester clearance over time (right) (n=10/group). (D) Accumulation of 
[14C]cholesteryl  oleate‐labeled  remnants  analyzed  in  various  indicated  tissues  (left  graph).  Liver 
accumulation of the particles (right graph) is corrected for total liver weight, as liver were again lighter 
in  PHD1‐/‐LDLr‐/‐  mice  compared  to  controls  (data  not  shown)  (n=10/group).  (E)  Hepatic  SR‐B1 
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clearance from the liver via the bile or by release back into the circulation. 
  Figure 3. PHD1 deficiency does not influence hepatic TG and cholesterol metabolism 
All data presented in this figure were obtained after 8 weeks of HCD. (A) Lipoprotein fractionation of 
pooled plasma samples from PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice and LDLr‐/‐ controls (pooled samples n=3). (B) VLDL‐
TG packaging upon poloxamer 407 injection. Results are presented relative to 1, as plasma TG levels 
were again decreased on baseline (left graph) in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice compared to littermate controls 
(n=10/group).  (C)  Glycerol  tri[3H]oleate–labeled  emulsion  particle  clearance  representing  TG 
clearance (left) and cholesteryl ester clearance over time (right) (n=10/group). (D) Accumulation of 
[14C]cholesteryl  oleate‐labeled  remnants  analyzed  in  various  indicated  tissues  (left  graph).  Liver 
accumulation of the particles (right graph) is corrected for total liver weight, as liver were again lighter 
in  PHD1‐/‐LDLr‐/‐  mice  compared  to  controls  (data  not  shown)  (n=10/group).  (E)  Hepatic  SR‐B1 
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expression relative to LDLr‐/‐ control. (F) Hepatic cholesterol and TG levels as well as (G) relative HMG‐
CoA  reductase  expression  and  acetyl‐CoA  content  in  the  liver  (n=10/group).  (H)  Whole  body 
cholesterol  synthesis  as  analyzed  as  [13C]‐acetate  incorporation  into  plasma  cholesterol  levels, 
corrected for differences in plasma cholesterol pool (n=10/group). White bars represent LDLr‐/‐ and 
black bars represent PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice. 
 
Trans‐intestinal cholesterol excretion is enhanced in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice  
Plasma cholesterol levels are the resultant of input and output pathways. Since cholesterol 
synthesis and subsequent VLDL secretion were unaltered, while plasma cholesterol levels 
were  reduced,  another  cholesterol  flux must  have  changed. We  therefore  performed  a 
whole body cholesterol flux analysis using stable isotope labeling of cholesterol in vivo [8].  
Fecal excretion of neutral sterols was enhanced in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice on chow (figure 4A). 
This effect was less pronounced after 8 weeks on HCD, as the high dietary cholesterol load 
potentially obscured the measurement  (figure 4B). Thus, PHD1 deficient mice presented 
with excretion of neutral sterols, such as cholesterol. Bile duct cannulations at the end of 
the experiment showed unaltered bile flow between the two groups upon HCD (figure 4C). 
Surprisingly, biliary cholesterol excretion  (measured as cholesterol  concentration  in bile) 
was even  lower  in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice  (figure 4D) and bile acid concentration  in bile was 
unaffected in PHD1 deficient mice (figure 4E). Interestingly, hepatic PPARα expression was 
upregulated,  in  line  with  upregulation  of  some  of  the  target  genes,  including  hepatic 
ABCG5/8  mRNA  expression  (figure  4F  right  panel),  which  has  been  directly  linked  to 
enhanced biliary cholesterol excretion [21]. However, hepatic levels of ATP, the main co‐
factor  for ABCG5/8 activation, were significantly  reduced  in PHD1 deficient  livers  (figure 
4G), suggesting reduced ATP‐binding cassette protein  function to explain reduced biliary 
cholesterol excretion. Biliary cholesterol excretion could hence not explain the reduction in 
plasma  cholesterol  levels  in  PHD1  deficient  mice.  Additionally,  even  though  biliary 
cholesterol excretion is reduced, cholesterol did not accumulate in the liver and must be 
released back into the circulation (despite lower plasma cholesterol levels). All effects were 
independent  of  dietary  cholesterol  intake  (figure  4H).  Increased  fecal  neutral  sterol 
excretion, despite of decreased biliary secretion and slightly increased intestinal cholesterol 
absorption  (figure  4I),  can  only  be  accounted  for  by  increased  non‐biliary  cholesterol 
excretion.  Indeed  this pathway,  termed  trans‐intestinal  cholesterol excretion  (TICE), was 
increased in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice, likely accounting for the reduced plasma cholesterol levels 
(figure 4J). Thus, in vivo analysis of cholesterol homeostasis showed a strong contribution 
of  non‐biliary,  extra‐hepatic  cholesterol  excretion  to  PHD1‐mediated  lower  plasma 
cholesterol levels.   
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 Figure 4. Trans‐intestinal cholesterol excretion in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice 
If not indicated otherwise, data was acquired upon 8 weeks of HCD feeding (n=10/group). (A) Neutral 
sterol excretion on chow and (B) after 8 weeks of HCD. (C) Bile flow upon 30min of bile cannulation 
and (D) Biliary cholesterol excretion, corrected for bile flow in mice. (E) Total bile acid content in bile. 
(F) Relative mRNA expression of hepatic genes in PHD1 deficient mice, presented relative to LDLr‐/‐ 
littermate controls (n=10/group). (G) Hepatic ATP content. (H) Dietary cholesterol intake monitored 
over 10 days after 8 weeks of HCD. (I) Cholesterol absorption presenting the sum of dietary cholesterol 
absorption and re‐absorption. (J) Trans‐intestinal (non‐biliary) cholesterol excretion in PHD1 deficient 
mice and controls, as calculated based on dietary cholesterol input and biliary cholesterol excretion 
subtracting  cholesterol  absorption  and  neutral  fecal  neutral  sterol  excretion.  (K)  Relative  mRNA 
expression of various genes in duodenum/jejunum and ileum of PHD1 deficient mice on chow. Data 
is presented relative to littermate LDLr deficient controls (n=6/group). (L) Representative pictures of 
duodenums  of  PHD1‐/‐LDLr‐/‐  and  LDLr‐/‐  controls,  presenting  similar  villi  length,  epithelial  cell 
alignment  and  inflammation. White  bars  represent  LDLr‐/‐  and  black  bars  represent  PHD1‐/‐LDLr‐/‐ 
mice. 
 
The  molecular  processes  underlying  TICE  have  only  been  partly  revealed  [22].  Current 
thoughts  are  that  TICE  may  be  regulated  at  the  intestinal  level  by  the  cholesterol 
transporters Niemann‐Pick C1‐like 1 (NPC1L1), ATP‐binding cassette sub‐family G member 
5 and 8 (ABCG5/8) or other VLDL receptors and cholesterol  transporters.  Intestinal gene 
expression analysis, however, did not reveal any changes or even decreased expression of 
known  regulators  of  TICE  in  PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice  compared  to  LDLr‐/‐  controls  (figure  4K). 
Likewise,  intestines of PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice did not  show any morphological  abnormalities 
such as enterocyte toxicity and inflammation, confirming a viable and functional intestinal 
barrier  (representative pictures,  figure 4L). Thus, PHD1 deficiency  stimulated cholesterol 
excretion  through  strong  elevation  of  non‐biliary  cholesterol  efflux,  without  changes  in 
known intestinal cholesterol transporter expression or intestinal histology.
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corrected for differences in plasma cholesterol pool (n=10/group). White bars represent LDLr‐/‐ and 
black bars represent PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice. 
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PHD1 deficiency‐mediated cholesterol lowering is HIF2α independent 
PHD1  deficiency  results  in  HIF2α  rather  than  HIF1α  stabilization  [23].  Therefore,  we 
investigated a  causal  role  for HIF2α  stabilization  in  cholesterol  lowering  in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ 
mice using antisense oligonucleotide  (ASO) mediated knockdown of HIF2α  in  LDLr‐/‐  and 
PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice. ASO injections twice weekly resulted in a specific HIF2α knockdown of 
80‐90% in both  liver and  intestines (supplemental  figure 4A,B expression data expressed 
relative  to control ASO HIF2α expression). Plasma cholesterol  levels were again  lower  in 
PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice prior  to start of  injections  (figure 5A). However, HIF2α knockdown  in 
livers and intestines only increased plasma cholesterol  levels in LDLr‐/‐, but not in PHD1‐/‐
LDLr‐/‐ mice (figure 5B,C). As reported previously [26], hepatic HIF2α knockdown resulted in 
overt anemia after 4 weeks (figure 5D LDLr‐/‐ recipients, supplemental figure 4C  
PHD1‐/‐LDLr‐/‐).  As  cholesterol  was  already  raised  prior  to  anemia,  it  is  unlikely  that 
cholesterol  levels  in  the  first  4 weeks were  influenced by  anemia.  Thus,  the  cholesterol 
lowering observed in PHD1 deficient mice is not mediated by HIF2α stabilization in livers 
and intestines. 
  
 Figure 5. HIF2α stabilization does not mediate cholesterol lowering 
(A) Plasma cholesterol levels in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice (black bar) and controls (white bar) prior to start 
of diet and ASO injections. (B) plasma cholesterol levels upon HIF2α ASO (grey line) and control ASO 
(black line)  in LDLr‐/‐ and (C) PHD1‐/‐LDLr‐/‐ recipient mice. (D) Red blood cell count (left graph) and 
hematocrit (right graph) over time of HIF2α ASO injections (grey lines) in LDLr‐/‐ recipients. 
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DISCUSSION 
 
This study reveals a novel link between two crucial pathways in energy metabolism: oxygen 
sensing  and  cholesterol  metabolism.  Mice  deficient  in  the  oxygen  sensor  PHD1 
unexpectedly  presented  with  reduced  plasma  cholesterol  levels  and  reduced 
atherogenesis. As PHD1 knockout in the hematopoietic compartment did not significantly 
affect atherosclerosis development or leucocyte counts, stromal PHD1 knockout in whole 
body  PHD1‐/‐LDLr‐/‐  mice  is  likely  the  dominant  factor  reducing  cholesterol  levels, 
atherogenesis  and  leucocyte  counts.  PHD1  deficiency  associated  cholesterol‐lowering 
appeared  to  be  HIF2α  independent. While  hepatic  cholesterol  handling  was marginally 
altered and biliary secretion decreased, net cholesterol excretion increased due to strong 
elevation  of  non‐biliary  cholesterol  efflux  (TICE).  This  phenomenon  likely  explains  the 
normalization of plasma cholesterol seen in PHD1 deficiency.  
 
Interest  in  alternative  approaches  to  cholesterol‐lowering  therapy  is  growing,  especially 
after  a  disappointing  translation of HDL‐cholesterol  raising  strategies  from preclinical  to 
human  cardiovascular  disease  [25‐26].  PHD1  inhibition  may  be  a  valuable  addition  to 
current  lipid‐lowering  therapy,  as  cholesterol‐lowering  is  independent  of  HMG‐CoA 
reductase  and  LDLr,  the  main  point  of  action  of  statins  and  proprotein  convertase 
subtilisin/kexin type 9 (PCSK9)‐inhibitors, respectively. Importantly, general inhibition of all 
PHDs by roxadustat and GSK1278863 in humans mirrored the cholesterol‐lowering effect 
seen in PHD1 deficient mice [27‐28]. Together, these data show a strong relevance of PHD 
also  for  human  cholesterol  metabolism,  as  well  as  its  therapeutic  potential.  However, 
neither the mechanisms underlying the PHD‐mediated changes in plasma cholesterol levels 
in humans nor the responsible prolyl hydroxylase isoform has been identified. Interestingly, 
aforementioned PHD pan‐inhibitors, are thought to preferentially block the PHD2 isoform 
[29]. In fact, murine hypomorphism of PHD2 also lowers plasma cholesterol levels on chow 
[30], although the underlying mechanism is unknown. In contrast to PHD1 and PHD3, PHD2 
germline  deficiency  is  embryonically  lethal  as  it  is  the  main  driver  of  HIF‐dependent 
angiogenesis  and  erythropoiesis  [31‐32],  which  may  disqualify  it  as  a  drug  target  for 
cholesterol lowering.  
 
The selective PHD2  inhibitors described above are advancing  to phase 3 clinical  trials as 
erythropoietin‐stimulating agents to alleviate anemia related to chronic kidney failure [33]. 
However, in subjects with normal erythrocyte counts, raising erythropoiesis and elevated 
hematocrit  could  potentially  thwart  the  beneficial  cardiovascular  effects  of  cholesterol 
lowering by possible effects on thrombosis [34‐36]. Here, no alterations in erythropoiesis 
were  observed  in  PHD1‐/‐LDLr‐/‐  mice  on  chow  diet  or  HCD,  as  described  earlier  [6].  In 
addition, HDL‐cholesterol was unchanged in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice, while being lowered in both 
PHD2 hypomorphism [30] and in human subjects [27‐28]. Also HDL‐apoAI concentration in 
plasma was unaltered in PHD1 deficient mice. Of course, the effect of overall  lipoprotein 
reduction mediated  by  PHD2  inhibition on  atherosclerosis  or  cardiovascular  outcome  in 
humans has not yet been established. Nevertheless, specific targeting of PHD1 may be a 
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DISCUSSION 
 
This study reveals a novel link between two crucial pathways in energy metabolism: oxygen 
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erythropoietin‐stimulating agents to alleviate anemia related to chronic kidney failure [33]. 
However, in subjects with normal erythrocyte counts, raising erythropoiesis and elevated 
hematocrit  could  potentially  thwart  the  beneficial  cardiovascular  effects  of  cholesterol 
lowering by possible effects on thrombosis [34‐36]. Here, no alterations in erythropoiesis 
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addition, HDL‐cholesterol was unchanged in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice, while being lowered in both 
PHD2 hypomorphism [30] and in human subjects [27‐28]. Also HDL‐apoAI concentration in 
plasma was unaltered in PHD1 deficient mice. Of course, the effect of overall  lipoprotein 
reduction mediated  by  PHD2  inhibition on  atherosclerosis  or  cardiovascular  outcome  in 
humans has not yet been established. Nevertheless, specific targeting of PHD1 may be a 
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more  attractive  approach,  avoiding potential  cardiovascular  side  effects  associated with 
raised hematocrit and HDL and HDL‐cholesterol lowering.  
 
Our results suggest a link between cholesterol metabolism on the one hand and hypoxia 
and/or hydroxylation of the key PHD targets HIF1α and HIF2α, on the other hand. As hypoxia 
naturally  inactivates  the  enzymatic  activity  of  PHDs  resulting  in  HIFα  stabilization,  one 
would  expect  hypoxia  and HIF  signaling  to  lower  plasma  cholesterol.  In  contrast  to  this 
hypothesis, mice exposed to continuous [37] or intermittent hypoxia have enhanced serum 
cholesterol  [38], while reoxygenation of hypercholesterolemic mice was unable to  lower 
plasma  cholesterol  (chapter  3).  Although,  the  murine  lipoprotein  profile  in 
hypercholesterolemia does not necessarily reflect human lipoprotein profiles, the same was 
observed in humans. Continuous positive airway pressure prevented intermittent hypoxia 
in  sleep  apnea  patients  and  reduced,  not  enhanced,  serum  cholesterol  levels  in  one 
randomized clinical trial [39]. Conversely, three other randomized controlled trials failed to 
show  any  changes,  suggesting  an  ambiguous  effect  of  systemic  oxygen  on  cholesterol 
metabolism [40‐42]. 
Our study shows that HIF signaling does not explain the cholesterol lowering seen in PHD1 
deficient mice as knockdown of hepatic and intestinal HIF2α increased plasma cholesterol 
levels in LDLr‐/‐ mice, but did not alter cholesterol levels in PHD1 deficient mice. Intriguingly, 
this is in contrast to earlier data, reporting dramatically enhanced plasma cholesterol levels 
upon HIFα stabilization obtained by postnatal hepatic von Hippel Lindau (pVHL)‐deletion. 
Effects were mainly dependent on HIF2α‐mediated limitation of bile acid metabolism and 
biliary cholesterol clearance [37]. While biliary cholesterol clearance was also reduced in 
PHD1  deficient  mice,  plasma  cholesterol  levels  were  decreased.  Although  both  models 
utilized acute pVHL/HIF2α knockdown via tamoxifen or ASO, hepatic pVHL deletion resulted 
in  lethality  due  to  very  severe  liver  dysfunction.  Intriguingly,  intestinal  or myeloid  pVHL 
knockdown  in  the  same  study  did  not  alter  cholesterol  metabolism  [37].  In  our  hands, 
however,  simultaneous  hepatic  and  intestinal  HIF2α  knockdown  resulted  in  increased 
plasma  cholesterol  levels  in  LDLr‐/‐  controls,  potentially  pointing  towards  a  cross‐talk 
between liver and intestines in HIF signaling and cholesterol metabolism. Thus, interference 
with complete hypoxic/HIF signaling via systemic hypoxia or pVHL deletion might  reflect 
other pathways then relatively subtle HIF skewing in PHD1 deficient mice.  
Additionally,  other  hydroxylation  targets  of  PHDs might  be  involved  in  the  cholesterol‐
lowering seen in PHD deficiency models, and these targets are likely in non‐myeloid sites, 
given the lack of effect in bone marrow transplantation experiments. Multiple hydroxylation 
targets  have  been  identified,  the  most  prominent  being  Inhibitory  kappaB  kinase‐beta 
(IKKβ) [43]. If acting through IKKβ and subsequent nuclear factor kappa B (NFκB) activity, 
PHD1 deficiency would be expected to enhance NFκB activity resulting in reduced plasma 
cholesterol  levels. However, mice with highly active NFκB [44] showed enhanced plasma 
cholesterol  levels, while hampered NFκB activity  resulted  in  reduced plasma  cholesterol 
[45].  These  studies  likely  exclude  IKKβ and NFκB as mediators of PHD‐driven changes  in 
cholesterol metabolism. Taken  together, while  there  is evidence  for hypoxia and mainly 
HIF2α‐mediated  hyperlipidemia  and  hypercholesterolemia,  PHD  inhibition  attenuates 
hypercholesterolemia via alternative, yet unknown molecular mechanisms.  
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CONCLUSIONS 
 
This study reveals a novel  link between PHD and cholesterol metabolism, whereby PHD1 
inhibition  lowers  plasma  cholesterol  through  increased  non‐biliary  cholesterol  clearance 
and reduces atherosclerosis. This effect is likely hypoxia‐, HIF‐ and NFκB‐independent and 
seems to affect a different cholesterol lowering pathway as compared to statins or PCSK9 
inhibitors.  PHD1  specific  inhibition  might  therefore  present  an  attractive  therapeutic 
strategy  in  hypercholesterolemia,  in  particular  without  affecting  HDL‐cholesterol  or 
erythropoiesis and subsequent side effects, seen after pan‐PHD or PHD2‐only inhibition. 
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SUPPLEMENTAL DATA 
 
 Supplemental figure 1. 
(A) Food consumption and body weight gain upon 8 weeks of HCD of PHD1‐/‐LDLr‐/‐ and LDLr‐/‐ mice. 
(B)  Lineage‐negative  (lin‐),  Sca‐1+,  c‐Kit+  cells  (LSK),  representing  the  hematopoietic  stem  cells 
isolated and quantified from bone marrow of PHD1‐/‐ and WT mice. (C) Hematocrit  levels  in whole 
blood of PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice and controls on chow and after 8 weeks of HCD. (D) Hemoglobin levels 
and mean cell hemoglobin concentration (MCHC) in both genotypes after 8 weeks of HCD. (E) Platelet 
counts were measured both at chow and after 8 weeks of HCD. (F) Lactate levels and pH in whole 
blood in mice upon 8 weeks of HCD feeding. (G) thyroid stimulating hormone (TSH) levels in plasma 
of PHD1‐/‐LDLr‐/‐ and controls after 8 weeks of HCD feeding. White bars represent LDLr‐/‐ and black 
bars represent PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice (n=10/group). 
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Supplemental figure 2. 
All graphs present quantitative flow cytometry in whole blood of PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice and controls on 
8 weeks of HCD. (A) Total T cells (CD3+ NK1‐1‐), cytotoxic T cells (CD8) and T helper cells (CD4). (B) 
NK‐T cells gated as CD3+ and NK1‐1+. (C) B cell, (D) NK and (E) Granulocyte count. (F) Monocyte count 
and  subpopulation  count  looking  at  (G)  Ly6C  high  (left  panel),  low  (middle  panel)  and  negative 
monocytes  (right panel). White bars  represent  LDLr‐/‐  and black bars  represent PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice 
(n=10/group). 
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 Supplemental figure 3. 
(A) Representative pictures and quantifications of hepatocyte cell size (H&E), hypoxia (pimonidazole) 
and  inflammation  (CD45)  (n=17  LDLr‐/‐  and  n=10  PHD1‐/‐LDLr‐/‐).  (B)  Hepatic  glycogen  content 
corrected for hepatic protein content and (C) Liver weights of PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice (n=10) and LDLr‐/‐ 
controls (n=17) after 8 weeks of HCD, corrected for body weight. (D) Lipoprotein fractioning of plasma 
pools from PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice (white dots) and controls (black dots) on chow and (E) in bone marrow 
transplanted mice after 8 weeks of HCD (n=3/pool). Open symbols represent LDLr‐/‐ recipients with 
either WT or PHD1‐/‐ bone marrow and closed symbols show PHD1‐/‐LDLr‐/‐ recipients of either WT or 
PHD1‐/‐ bone marrow.  (F) TG accumulation  in plasma of  fasted mice upon triton WR1339  injection 
over time. (G) Plasma cholesterol in HCD‐fed mice prior to Poloxamer 407 injection. (H) Accumulation 
of  tritium‐labelled  TG  in  a  range  of  organs  upon  glycerol  tri[3H]oleate–labeled  emulsion  particle 
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injection. (I) Representative pictures and quantification of Oil Red O stained livers, including relative 
expression of hepatic CD36, LPL, SREBP and FAS expression in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice, relative to LDLr‐/‐ 
mice (n=10/group). If not differently indicated, white bars represent LDLr‐/‐ and black bars represent 
PHD1‐/‐LDLr‐/‐ mice (n=10/group). 
 
 Supplemental figure 4. 
(A) Specificity and knockdown confirmation (qPCR) in livers and (B) intestines of HIF2α ASO in LDLr‐/‐ 
mice (white bars) and PHD1‐/‐LDLr‐/‐ (black bars). (C) Red blood cell (left graph) and hematocrit (right 
graph) changes upon HIF2α ASO injections (grey lines) in PHD1‐/‐LDLr‐/‐ recipients. All graphs represent 
n=9/group. 
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SUPPLEMENTAL TABLES 
 
 
Gene  Forward primer  Reverse primer 
18S  TGC ATG GCC GTT CTT AGT TG  AGT TAG CAT GCC AGA GTC TCG TT 
GAPDH  CAA CTC ACT CAA GAT TGT CAG CAA  TGG CAG TGA TGG CAT GGA 
Cyclophillin  CAA ATG CTG GAC CAA ACA CAA   TTC ACC TTC CCA AAG ACC ACA T 
CD36  GCC AAG CTA TTG CGA CAT GA  AAA AGA ATC TCA ATG TCC GAG ACT TT 
LPL  TTT GTG AAA TGC CAT GAC AAG  CAG ATG CTT TCT TCT CTT GTT TGT 
SREBP2  ATG AGG CTA AGA GCA GCG CAA  TCA CAG CAC ACA GAG CCA TGT 
FAS  TGC TCC CAG CTG CAG GC  GCC CGG TAG CTC TGG GTG TA 
ABCG5  TCC TGC ATG TGT CCT ACA GC  ATT TGC CTG TCC CAC TTC TG 
ABCG8  ATC CAT TGG CCA CCC TTG T  GCG TCT GTC GAT GCT GGT C 
LRP1  GGA CCA CCA TCG TGG AAA  TCC CAG CCA CG TGA TAG 
AMPKα  GTC GAC GTA GCT CCA AGA CC  ATC GTT TTC CAG TCC CTG TG 
SR‐B1  GCA AGA AGC CAA GCT ATA GGG  AAG AAG CGG GGT GTA GGG 
FXR  CAA AAT GAC TCA GGA GGA GTA CG  TCC TTG ATG TAT TGT CTG TCT GG 
NPC1L1  CAA CAT CTT CAT CTT TCT TCT TGA G  GCC AAT GTG AGC CTC TCG 
ACAT2  ATT CCA GCC ATA AAG CAA GC  TTT AGC TAT TGC CGC AGA CA 
ASBT  GAC TAG CTG GTC AAC CCT GGT A  GGG GGA GAA GGA GAG CTG TA 
FXR  CAA AAT GAC TCA GGA GGA GTA CG  TCC TTG ATG TAT TGT CTG TCT GG 
PCSK‐9  TGG AAC CTG GAG CGA ATT AT  CCT GGC TGC TTC CAT CAG 
ABCA1  CCC AGA GCA AAA AGC GAC TC  GGT CAT CAT CAC TTT GGT CCT TG 
PPARα  ATG CCA GTA CTG CCG TTT TC  GGCCTTGACCTTGTTCATGT 
PPARγ  AAG AGC TGA CCC AAT GGT TG  ACC CTT GCA TCC TTC ACA AG 
Prox1  CGA CAT CTC ACC TTA TTC AGG A  TTG CCT TTT TCA AGT GAT TGG 
HMG‐CoA  TTG CTG TGA GAA TGT GAT CGG  ACA AGA CAG CCT TCC GTC GTT 
Supplemental table 1: Primer sequences (murine). 
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Outline of this discussion 
 
The overall  aim of  this  thesis was  to  investigate  the  causal  role  for  plaque hypoxia  and 
hypoxic signalling pathways on atherogenesis and explore the potential therapeutic niche 
for  these pathways. Here  I  shall discuss  the main  findings of  the work presented  in  this 
dissertation, which are: 
 
1. Atherosclerotic plaques are hypoxic, from the initiation phase onwards. Plaque hypoxia 
co‐localized  with  plaque  macrophages,  implying  that  metabolic  demand,  rather  than 
oxygen diffusion, leads to local hypoxia. Furthermore, we were able to show that systemic 
hyperoxic treatment with carbogen gas can alleviate plaque hypoxia and reduce intraplaque 
necrosis (chapter 3). 
 
2. Whole body PHD1 deficiency reduced murine plaque hypoxia as expected. In addition, 
PHD1  deficiency  decreased  plaque  size  and  necrotic  content,  via  promotion  of  an  anti‐
atherogenic metabolic phenotype. Most prominent  finding was a decrease  in circulating 
cholesterol  levels  (VLDL  ‐20%,  LDL  ‐40%),  which  was  due  to  augmented  transintestinal 
cholesterol excretion (chapter 4).  In addition, global PHD1 deficiency reduced circulating 
glucose  levels.  In  contrast,  whole  body  PHD3  deficiency  did  not  affect  atherogenesis, 
despite enhanced circulating cholesterol and triglyceride levels (chapter 5).  
 
3. Effects of PHD deficiency are highly cell‐ and  isoform‐specific, as  shown  in chapter 6, 
where myeloid knockout of PHD2 and PHD3, but not PHD1, led to enhanced plaque growth. 
This was partly attributable to a HIF dependent, BNIP3 mediated increase in macrophage 
apoptosis.  
 
4.  Myeloid  PHD2  deficiency  promotes  plaque  growth  by  paracrine  signalling  between 
macrophages and fibroblasts, resulting in increased fibroblast collagen secretion (chapter 
6).  
 
5. CAIX alters macrophage energy homeostasis, without affecting macrophage apoptosis 
and lipid uptake, and CAIX expression correlates with pro‐inflammatory macrophages in the 
human plaque (chapter 7). 
 
6. sCAIX could neither predict cardiovascular disease (CVD) nor future cardiovascular events 
(CVE)  in  individuals of  the Cohort on Diabetes and Atherosclerosis Maastricht  (CODAM). 
However,  CAIX  can  be  detected  in  carotid  plaque  protein  lysates.  However,  it  remains, 
unclear whether this plaque‐bound CAIX can be a predictor of CVD outcome (chapter 7). 
 
This chapter will cover the role of hypoxia in atherosclerosis, how this relates to our findings 
(chapter 3) and whether we can exploit this  for diagnostic or prognostic purposes. After 
that, we will discuss the potentially important role of the carbonic anhydrase (CA) protein 
family  in plaque development (chapter 7). Next, we will zoom in on the  influence of the 
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family  in plaque development (chapter 7). Next, we will zoom in on the  influence of the 
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oxygen sensors PHD1, 2, and 3 on atherogenesis and how studying these proteins  in the 
context of this disease led to important, but unexpected findings regarding cholesterol and 
collagen homeostasis  (chapter 4,  5, 6).  Lastly, we will  look  into  future opportunities  for 
pharmacological intervention, directed against distinct PHD and CA isoforms. 
 
 
   
General discussion | 8 
  231 
Hypoxia: minor or major player in atherosclerosis? 
 
Hypoxia describes a relative shortage of oxygen availability. This means that different 
oxygen concentrations are considered as ‘hypoxic’ depending on the cell type, and 
condition in which the cell is residing. Atmospheric oxygen concentration is 21% (partial 
pressure of 150mm/Hg at sea level). These levels of oxygen, however, never reach the end 
organs, and different tissues have different physiological oxygen levels. For instance, once 
atmospheric air reaches the alveoli of the lungs, the level where optimal gas exchange can 
take place, oxygen levels have dropped to approximately 15%. Typical arterial blood 
oxygen levels are about 13% [1]. When blood subsequently reaches the end organs, 
oxygen levels have dropped, also depending on metabolic activity of these cells. 
Physiological partial oxygen pressure ranges from 4 to 14% in lungs [2‐4], liver [5‐6] and 
kidneys [7]. In organs that are subject to relatively less blood flow, e.g. brain [8‐9], eye 
[10], and bone marrow [11‐12] oxygen concentrations are even less, ranging from 0.5 to 
7% [13].  
 
Studying obstructive sleep apnea taught us that systemic arterial hypoxia is associated 
with increased risk for developing cardiovascular disease (CVD), mostly associated with 
atherosclerosis [14]. Obstructive sleep apnea was found to increase both fatal, and non‐
fatal CVEs, in a large prospective cohort study that followed their subjects for over a mean 
of 10 years. Moreover, they showed that continuous positive airway pressure therapy 
could reduce this risk of CVD. Carotid intima‐media thickness (cIMT), as a reflection of 
atherosclerotic burden [15], was enhanced in patients suffering from obstructive sleep 
apnea [16‐18]. Intermittent systemic hypoxia also affected metabolic risk factors for 
development of CVD in animal studies [19‐21]. Similarly, in humans it is established that 
obstructive sleep apnea leads to dyslipidemia, enhancing total cholesterol, triglycerides, 
LDL cholesterol and lowering HDL cholesterol in humans [22]. Importantly, continuous 
positive airway pressure therapy can reverse these detrimental effects [23]. Current 
treatment options, i.e. continuous positive airway pressure therapy, show that preventing 
intermittent decrease in blood oxygen content, protects against CVD. It remains unclear, 
however, whether this risk reduction is due to reoxygenation of the plaque or a 
reoxygenation of whole body tissues in general. Unfortunately, there are no studies 
available addressing this question. Pathophysiologically, it is still not completely clear how 
intermittent hypoxia leads to enhanced atherosclerosis in humans. It is thought to be a 
combination of systemic low‐grade inflammation, oxidative stress, endothelial 
dysfunction, platelet activation and coagulation abnormalities and even mechanically 
induced hypertension as a result of snoring [24]. Altogether, systemic hypoxia is a harmful 
feature, and clearly displays an increased risk for developing CVD in these patients. 
 
By injecting human individuals or experimental animals with imidazole derivates, e.g. 
pimonidazole, we are able to detect hypoxia in tissues ex vivo. At oxygen concentrations 
below 1%, pimonidazole forms adducts with thiol groups in proteins [25‐26], which allows 
to visualize very low oxygen levels in tissues. In chapter 3 we showed that murine 
230 
8 | General discussion
14671_Demandt_BNW.indd   230 03-01-20   11:13
8 | General discussion 
 230 
oxygen sensors PHD1, 2, and 3 on atherogenesis and how studying these proteins  in the 
context of this disease led to important, but unexpected findings regarding cholesterol and 
collagen homeostasis  (chapter 4,  5, 6).  Lastly, we will  look  into  future opportunities  for 
pharmacological intervention, directed against distinct PHD and CA isoforms. 
 
 
   
General discussion | 8 
  231 
Hypoxia: minor or major player in atherosclerosis? 
 
Hypoxia describes a relative shortage of oxygen availability. This means that different 
oxygen concentrations are considered as ‘hypoxic’ depending on the cell type, and 
condition in which the cell is residing. Atmospheric oxygen concentration is 21% (partial 
pressure of 150mm/Hg at sea level). These levels of oxygen, however, never reach the end 
organs, and different tissues have different physiological oxygen levels. For instance, once 
atmospheric air reaches the alveoli of the lungs, the level where optimal gas exchange can 
take place, oxygen levels have dropped to approximately 15%. Typical arterial blood 
oxygen levels are about 13% [1]. When blood subsequently reaches the end organs, 
oxygen levels have dropped, also depending on metabolic activity of these cells. 
Physiological partial oxygen pressure ranges from 4 to 14% in lungs [2‐4], liver [5‐6] and 
kidneys [7]. In organs that are subject to relatively less blood flow, e.g. brain [8‐9], eye 
[10], and bone marrow [11‐12] oxygen concentrations are even less, ranging from 0.5 to 
7% [13].  
 
Studying obstructive sleep apnea taught us that systemic arterial hypoxia is associated 
with increased risk for developing cardiovascular disease (CVD), mostly associated with 
atherosclerosis [14]. Obstructive sleep apnea was found to increase both fatal, and non‐
fatal CVEs, in a large prospective cohort study that followed their subjects for over a mean 
of 10 years. Moreover, they showed that continuous positive airway pressure therapy 
could reduce this risk of CVD. Carotid intima‐media thickness (cIMT), as a reflection of 
atherosclerotic burden [15], was enhanced in patients suffering from obstructive sleep 
apnea [16‐18]. Intermittent systemic hypoxia also affected metabolic risk factors for 
development of CVD in animal studies [19‐21]. Similarly, in humans it is established that 
obstructive sleep apnea leads to dyslipidemia, enhancing total cholesterol, triglycerides, 
LDL cholesterol and lowering HDL cholesterol in humans [22]. Importantly, continuous 
positive airway pressure therapy can reverse these detrimental effects [23]. Current 
treatment options, i.e. continuous positive airway pressure therapy, show that preventing 
intermittent decrease in blood oxygen content, protects against CVD. It remains unclear, 
however, whether this risk reduction is due to reoxygenation of the plaque or a 
reoxygenation of whole body tissues in general. Unfortunately, there are no studies 
available addressing this question. Pathophysiologically, it is still not completely clear how 
intermittent hypoxia leads to enhanced atherosclerosis in humans. It is thought to be a 
combination of systemic low‐grade inflammation, oxidative stress, endothelial 
dysfunction, platelet activation and coagulation abnormalities and even mechanically 
induced hypertension as a result of snoring [24]. Altogether, systemic hypoxia is a harmful 
feature, and clearly displays an increased risk for developing CVD in these patients. 
 
By injecting human individuals or experimental animals with imidazole derivates, e.g. 
pimonidazole, we are able to detect hypoxia in tissues ex vivo. At oxygen concentrations 
below 1%, pimonidazole forms adducts with thiol groups in proteins [25‐26], which allows 
to visualize very low oxygen levels in tissues. In chapter 3 we showed that murine 
231 
General discussion | 8 
08
14671_Demandt_BNW.indd   231 03-01-20   11:13
8 | General discussion 
 232 
atherosclerotic plaques are hypoxic, already from plaque onset onwards to advanced 
plaque stages. Although other studies found that hyperbaric oxygen therapy in animals 
reduced plaque development, it remained to be established whether this excess oxygen 
indeed dampened plaque hypoxia and secondly whether hyperbaric oxygen was causally 
related to reduced progression of the atherosclerotic lesion [27‐29]. In chapter 3 we found 
that plaque oxygen restoration indeed alleviated plaque hypoxia and increased 
intraplaque efferocytosis, which is able to reduce necrotic content. In vitro, hypoxia led to 
reduced expression of MerTK in BMDMs, which is likely the cause for hampered 
efferocytosis and increased necrotic content of hypoxic atherosclerotic plaques. Although 
we know that human atherosclerotic plaques are hypoxic and plaque hypoxia co‐localizes 
with macrophages [30], it is unclear whether the same mechanisms as described in 
chapter 3 are employed during plaque progression in humans.  
 
It  is  interesting  to  speculate  whether  active  hyperoxygenation  of  the  circulation  could 
promote  plaque  regression  in  humans,  similar  to  mice.  Of  note,  if  hyperbaric  oxygen 
therapy would have been proven to be effective in regressing human plaque size, this would 
not be a practically viable treatment option, given the daily frequency and duration of the 
treatment.  To  illustrate  the  practical  impossibility  of  such  treatment:  in  chapter  3  we 
treated mice for four weeks, 90 minutes per day with carbogen gas. In addition, in the study 
of  Kudchodkar  et  al.  rabbits  were  treated  for  120  minutes  (of  which  90  minutes  in 
hyperbaric oxygen) during 5 days a week to achieve plaque regression [29]. Nevertheless, 
one  could  argue  that  current  continuous  positive  airway  pressure  therapy  might  be 
expanded with carbogen or oxygen gas treatment for a fixed amount of time,  instead of 
only positive pressure ambient air.  
 
Mechanistically, plaque hypoxia can contribute to more processes that are detrimental in 
atherosclerotic  disease,  next  to  our  findings  in  chapter  3.  It  promotes,  for  example, 
angiogenesis [31], which is common in physiological (wound healing, collateral formation) 
and pathological (tumor development) conditions. Hypoxia driven angiogenesis also occurs 
in the atherosclerotic plaque [32]. The ensuing micro‐vessels are malformed and contribute 
to  plaque  instability,  hence  increasing  risk  of  plaque  rupture  [32‐33].  Apart  from 
angiogenesis, hypoxia also fuels pro‐inflammatory properties of inflammatory cells inside 
the  atherosclerotic  plaque.  Pro‐inflammatory  behavior  of  macrophages,  predominantly 
present in the rupture‐prone plaque shoulder [34], is associated with plaque progression. 
Thus, plaque hypoxia could be considered a harmful plaque trait. 
 
Denominating hypoxia as a minor or major player seems dependent on the stage of disease. 
It  is  well  conceivable  that  during  initiation  of  plaque  formation,  hypoxia  plays  a  less 
pronounced role, when endothelial dysfunction and lipid influx are major contributors to 
progression of the disease. Nonetheless, even at an early stage, plaques in mice show signs 
of hypoxia, which seems a  reflection of high metabolic demand by macrophages,  rather 
than  shortage  of  oxygen  supply  (chapter  3).  In  line,  initial  plaques  in  the  aortic  arch  of 
carbogen therapy treated mice did not display a significant difference in plaque size, despite 
successful alleviation of hypoxia (chapter 3). At later stages, however, local hypoxia could 
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promote  plaque  angiogenesis  and  inflammation. While  atherosclerosis  usually  does  not 
lead to complaints for decades, it can present itself severely as an acute thrombo‐ischemic 
event  after  plaque  rupture  or  erosion.  Taken  together, we  believe  that  plaque  hypoxia 
might not be essential for initiation of atherosclerotic lesion development, but it certainly 
aggravates the disease during progressed disease stages.  
 
The  heterogeneous  conditions  of  the  plaque  environment  determine  the  course  of  the 
disease, and hypoxia is right in the middle of these processes. The identification of plaque 
hypoxia as an inevitable phenomenon gives rise to the question whether this feature can 
be exploited for diagnostic and therapeutic purposes. 
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Plaque hypoxia: predictor of cardiovascular disease? 
 
Accurate  cardiovascular  risk management and diagnostic  tools are  important  to prevent 
future CVE and monitor therapy effectiveness. Research into CVD risk prediction models is 
abundant, and many aim to develop the next holy grail of CVD risk prediction. However, 
most of these risk predictors do not make it to the daily clinical practice. At this moment, 
most prediction models used in the clinic are made up of standard demographic and clinical 
risk variables. These include age, sex, smoking behavior, measurement of blood pressure 
and cholesterol levels, and comorbidities such as diabetes mellitus, rheumatoid arthritis and 
chronic kidney disease [35]. The benchmark model with which most newly developed or 
refined models are compared, is still the one that pioneered this field: the Framingham risk 
prediction score [36]. Apart from the Framingham score, only the Systematic Coronary Risk 
Evaluation (SCORE) risk prediction model has been externally validated in an extensive way 
[37]. Rather similar models (for example the Adult Treatment Panel (ATP) III model and the 
pooled  cohort  equations  (PCE))  perform  comparably  well  in  predicting  10‐year  risk  of 
developing CVD [38]. While the Framingham risk score is recommended by the American 
College of Cardiology/American Heart Association, SCORE and QRISK2 are recommended by 
the European [39] and UK guidelines [40], respectively. Head‐to‐head comparisons of even 
these well‐known models are lacking [37], which complicates conclusions on whether one 
model performs better  than  the other. We do know, however,  that  risk estimates often 
depend on the applied risk prediction model [41]. This means that therapy may be started 
in an individual when risk is estimated with one, but not with the other model [41].  
 
Nevertheless, risk prediction models ensured that, for example, mortality rate of coronary 
heart disease in high‐income western countries was reduced by about 70%. A substantial 
part  of  this  reduction  (50‐60%)  could  be  attributed  to  population  wide  public  health 
measures, while 40‐50% was prevented by  clinical management,  i.e.  pharmacological  or 
surgical treatment, at individual level [42]. Of course, not all events are prevented, as not 
every individual gets into contact with health care providers to start risk reducing measures, 
especially when there are no complaints yet. In addition, an opportunistic encounter with a 
health care provider could be thought to be insufficient to enforce a big reduction of risk 
factors  in  individuals.  This  is  partly  true,  since  a  meta‐analysis  found  that  systematic 
compared  to opportunistic  risk  assessment, did  reduce  risk  factors  (e.g.  blood pressure, 
circulating  lipids),  although  it  could  not  prevent  CVE  better  than  opportunistic  risk 
assessment [43]. This indicates that, according to currently available evidence, there is little 
support for population‐wide screening programs to combat CVD. Of note, the quality of the 
evidence was deemed low by the authors.  
 
All in all, current risk prediction models might perform reasonably well, but there is still an 
unmet  need  for  primary  CVD  risk  detection.  Hence,  CVD  risk  prediction  models  might 
benefit  from new or  improved parameters that contribute to estimating CVD risk. There 
have  been  multiple  attempts,  using  circulating  biomarkers  to  predict  CVD,  including 
conventional peripheral blood measurements [44], as well as assessment of different kinds 
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of  circulating  non‐coding  RNAs  [45‐47].  These  biomarkers  are  related  to  processes  that 
contribute  to  the  clinical  presentation  of  atherosclerosis  (e.g.  systemic  inflammation, 
plaque instability, platelet activation or myocardial damage or dysfunction). We have shown 
that  hypoxia  negatively  affects  plaque  development  (chapter  3).  However,  the  clinical 
benefit of plaque hypoxia assessment has hardly been inventoried. 
 
Plaque hypoxia can be measured in vivo via imaging techniques using radioactively labeled, 
hypoxia  homing  compounds  in  combination  with  PET/MR  or  PET/CT  scanning  [48‐49]. 
Indeed,  hypoxia  specific  FMISO  uptake  was  higher  in  symptomatic  compared  to  the 
asymptomatic contralateral carotid plaques within  the same patient  [50]. Unfortunately, 
these  techniques are  rather  cumbersome to  the patient and  relatively expensive, hence 
therefore not suitable for regular screening purposes. Circulating biomarkers, unrelated to 
hypoxia, were shown to associate with CVD risk [44]. Hypoxia specific circulating biomarkers 
have so far not been examined in the context of atherosclerosis. In chapter 7 we aimed to 
assess the utility of the highly hypoxia specific soluble carbonic anhydrase IX (sCAIX) as a 
biomarker  for CVD. Unfortunately, we could not  find an association between  sCAIX and 
prevalent as well as incident CVD and CVE in subjects of the CODAM cohort. Although initial 
steps  to  address  sCAIX  as  a  biomarker were  not  successful,  this  does  not  automatically 
disqualify sCAIX as possible biomarker for CVD.  
 
The CODAM cohort was designed  to  study associations between diabetes and CVD. The 
long‐term  (7  years)  follow‐up,  and  detailed  documentation  of  cardiovascular  outcome 
measures,  seemed  promising  to  address  our  question  whether  sCAIX  associated  with 
prevalent or incident CVD and CVE. However, for examination of the relationship between 
sCAIX and plaque burden, CODAM might not have been the optimal cohort to address our 
research questions, as discussed in chapter 7. For our purpose, we might have needed a 
cohort with a more extensive description of vascular/plaque status and plaque burden. In 
CODAM, carotid intima‐media thickness and ankle‐arm index were used as a representative 
measures of atherosclerosis severity. Extensive imaging of plaques and vascular status of 
these  subjects  were  lacking,  leaving  it  unclear  how  accurately  carotid  intima‐media 
thickness  and  ankle‐arm  index measurements  reflected  total  plaque  burden  in  CODAM 
subjects.  Plaque  burden  was  already  shown  to  associate  with  vulnerability  to  coronary 
death  [51],  underlining  its  potential  as  a  risk  stratifying  variable.  A more  tailored  study 
population for answering our research questions, might have been the Tayside Screening 
for Cardiac Events (TASCFORCE) cohort. In total, 1528 participants underwent gadolinium‐
based contrast MR angiography, analyzing 31 vascular segments from the carotid arteries 
down to the ankles [52]. Determination of sCAIX in these individuals might be able to create 
a more complete image of the association between sCAIX and plaque burden.  
 
Besides  using  sCAIX  as  a  measure  for  plaque  burden,  it  may  be  an  indicator  of  acute 
ischemia. sCAIX could, for instance, reflect severity of cardiac ischemia during myocardial 
infarction. Cardiomyocytes are known to express CAIX [53], as do fibroblasts during hypoxic 
conditions, which are also present in healthy cardiac tissue [54‐55]. Myocardial infarct size 
is associated with several prognostic variables (e.g. heart failure, major cardiac events, all‐
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Plaque hypoxia: predictor of cardiovascular disease? 
 
Accurate  cardiovascular  risk management and diagnostic  tools are  important  to prevent 
future CVE and monitor therapy effectiveness. Research into CVD risk prediction models is 
abundant, and many aim to develop the next holy grail of CVD risk prediction. However, 
most of these risk predictors do not make it to the daily clinical practice. At this moment, 
most prediction models used in the clinic are made up of standard demographic and clinical 
risk variables. These include age, sex, smoking behavior, measurement of blood pressure 
and cholesterol levels, and comorbidities such as diabetes mellitus, rheumatoid arthritis and 
chronic kidney disease [35]. The benchmark model with which most newly developed or 
refined models are compared, is still the one that pioneered this field: the Framingham risk 
prediction score [36]. Apart from the Framingham score, only the Systematic Coronary Risk 
Evaluation (SCORE) risk prediction model has been externally validated in an extensive way 
[37]. Rather similar models (for example the Adult Treatment Panel (ATP) III model and the 
pooled  cohort  equations  (PCE))  perform  comparably  well  in  predicting  10‐year  risk  of 
developing CVD [38]. While the Framingham risk score is recommended by the American 
College of Cardiology/American Heart Association, SCORE and QRISK2 are recommended by 
the European [39] and UK guidelines [40], respectively. Head‐to‐head comparisons of even 
these well‐known models are lacking [37], which complicates conclusions on whether one 
model performs better  than  the other. We do know, however,  that  risk estimates often 
depend on the applied risk prediction model [41]. This means that therapy may be started 
in an individual when risk is estimated with one, but not with the other model [41].  
 
Nevertheless, risk prediction models ensured that, for example, mortality rate of coronary 
heart disease in high‐income western countries was reduced by about 70%. A substantial 
part  of  this  reduction  (50‐60%)  could  be  attributed  to  population  wide  public  health 
measures, while 40‐50% was prevented by  clinical management,  i.e.  pharmacological  or 
surgical treatment, at individual level [42]. Of course, not all events are prevented, as not 
every individual gets into contact with health care providers to start risk reducing measures, 
especially when there are no complaints yet. In addition, an opportunistic encounter with a 
health care provider could be thought to be insufficient to enforce a big reduction of risk 
factors  in  individuals.  This  is  partly  true,  since  a  meta‐analysis  found  that  systematic 
compared  to opportunistic  risk  assessment, did  reduce  risk  factors  (e.g.  blood pressure, 
circulating  lipids),  although  it  could  not  prevent  CVE  better  than  opportunistic  risk 
assessment [43]. This indicates that, according to currently available evidence, there is little 
support for population‐wide screening programs to combat CVD. Of note, the quality of the 
evidence was deemed low by the authors.  
 
All in all, current risk prediction models might perform reasonably well, but there is still an 
unmet  need  for  primary  CVD  risk  detection.  Hence,  CVD  risk  prediction  models  might 
benefit  from new or  improved parameters that contribute to estimating CVD risk. There 
have  been  multiple  attempts,  using  circulating  biomarkers  to  predict  CVD,  including 
conventional peripheral blood measurements [44], as well as assessment of different kinds 
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of  circulating  non‐coding  RNAs  [45‐47].  These  biomarkers  are  related  to  processes  that 
contribute  to  the  clinical  presentation  of  atherosclerosis  (e.g.  systemic  inflammation, 
plaque instability, platelet activation or myocardial damage or dysfunction). We have shown 
that  hypoxia  negatively  affects  plaque  development  (chapter  3).  However,  the  clinical 
benefit of plaque hypoxia assessment has hardly been inventoried. 
 
Plaque hypoxia can be measured in vivo via imaging techniques using radioactively labeled, 
hypoxia  homing  compounds  in  combination  with  PET/MR  or  PET/CT  scanning  [48‐49]. 
Indeed,  hypoxia  specific  FMISO  uptake  was  higher  in  symptomatic  compared  to  the 
asymptomatic contralateral carotid plaques within  the same patient  [50]. Unfortunately, 
these  techniques are  rather  cumbersome to  the patient and  relatively expensive, hence 
therefore not suitable for regular screening purposes. Circulating biomarkers, unrelated to 
hypoxia, were shown to associate with CVD risk [44]. Hypoxia specific circulating biomarkers 
have so far not been examined in the context of atherosclerosis. In chapter 7 we aimed to 
assess the utility of the highly hypoxia specific soluble carbonic anhydrase IX (sCAIX) as a 
biomarker  for CVD. Unfortunately, we could not  find an association between  sCAIX and 
prevalent as well as incident CVD and CVE in subjects of the CODAM cohort. Although initial 
steps  to  address  sCAIX  as  a  biomarker were  not  successful,  this  does  not  automatically 
disqualify sCAIX as possible biomarker for CVD.  
 
The CODAM cohort was designed  to  study associations between diabetes and CVD. The 
long‐term  (7  years)  follow‐up,  and  detailed  documentation  of  cardiovascular  outcome 
measures,  seemed  promising  to  address  our  question  whether  sCAIX  associated  with 
prevalent or incident CVD and CVE. However, for examination of the relationship between 
sCAIX and plaque burden, CODAM might not have been the optimal cohort to address our 
research questions, as discussed in chapter 7. For our purpose, we might have needed a 
cohort with a more extensive description of vascular/plaque status and plaque burden. In 
CODAM, carotid intima‐media thickness and ankle‐arm index were used as a representative 
measures of atherosclerosis severity. Extensive imaging of plaques and vascular status of 
these  subjects  were  lacking,  leaving  it  unclear  how  accurately  carotid  intima‐media 
thickness  and  ankle‐arm  index measurements  reflected  total  plaque  burden  in  CODAM 
subjects.  Plaque  burden  was  already  shown  to  associate  with  vulnerability  to  coronary 
death  [51],  underlining  its  potential  as  a  risk  stratifying  variable.  A more  tailored  study 
population for answering our research questions, might have been the Tayside Screening 
for Cardiac Events (TASCFORCE) cohort. In total, 1528 participants underwent gadolinium‐
based contrast MR angiography, analyzing 31 vascular segments from the carotid arteries 
down to the ankles [52]. Determination of sCAIX in these individuals might be able to create 
a more complete image of the association between sCAIX and plaque burden.  
 
Besides  using  sCAIX  as  a  measure  for  plaque  burden,  it  may  be  an  indicator  of  acute 
ischemia. sCAIX could, for instance, reflect severity of cardiac ischemia during myocardial 
infarction. Cardiomyocytes are known to express CAIX [53], as do fibroblasts during hypoxic 
conditions, which are also present in healthy cardiac tissue [54‐55]. Myocardial infarct size 
is associated with several prognostic variables (e.g. heart failure, major cardiac events, all‐
235 
General discussion | 8 
08
14671_Demandt_BNW.indd   235 03-01-20   11:13
8 | General discussion 
 236 
cause mortality, hospitalization for heart failure [56‐58]). sCAIX released from the infarcted 
cardiac tissue could hence provide prognostic information upon myocardial infarction. To 
this end, a cohort with a set‐up comparable to that of Shimp et al. [59], with measurements 
of sCAIX in multiple blood samples, collected at set timepoints post‐myocardial infarction, 
and long‐term follow‐up on adverse cardiac events (e.g. heart failure, subsequent cardiac 
events) would be suitable.  
 
It  is important to note, however, that in a recently conducted study, sCAIX levels did not 
correlate with CAIX mRNA, or protein expression in human oral squamous cell carcinoma 
tumors [60]. In a study conducted in patients with non‐small cell lung cancer, the authors 
also could not show any association between tumor bound CAIX and sCAIX [61]. sCAIX may 
thus  be  a mere  reflection  of  altered  shedding  capacity  in  diseased  tissues,  rather  than 
showing tissue CAIX quantity itself. Hence, one should bear in mind that sCAIX might not be 
a reliable depiction of plaque bound CAIX. For that reason, another possibility is assessment 
of plaque bound CAIX, or plaque CAIX content. The body of evidence providing support for 
tissue  bound CAIX  as  prognostic  biomarker  in  the  cancer  field,  is  far more  extensive  as 
compared to circulating sCAIX [62]. We have shown that CAIX can be detected by western 
blot  in  human  plaque  lysates  (chapter  7).  The  large  Athero‐Express  cohort  consists  of 
subjects  of  which  plaque  material  from  different  origins  was  collected,  and  clinical 
outcomes after several years of follow‐up were documented [63]. Future analyses of plaque 
CAIX content, and its correlation to incident CVE in the Athero‐Express cohort, could provide 
more insight into the use of CAIX as a biomarker. Although this could underpin the potential 
of CAIX as vulnerable plaque imaging target, clinical translation might be limited due to the 
rigorous method to retrieve patient material, i.e. removal of the plaque.  
In  general,  a  firm  basis  underlining  the  importance  of  plaque  hypoxia  with  regard  to 
diagnostic and prognostic cardiovascular outcome measures needs to be established. There 
is evidence of hypoxia in animal (chapter 3) and human plaques [30], and it is possible to 
visualize  human  plaque  hypoxia  in  vivo  [50],  but  large  cohort  studies  investigating  its 
significance are not available. Hence the utility of plaque hypoxia biomarkers for prediction 
of  CVD  outcome measures  is  still  uncertain.  Ideally,  a  study  examining  circulating  (e.g. 
sCAIX) and plaque bound (e.g. HIF1α/2α, glucose transporter 1, vascular endothelial growth 
factor) hypoxia markers, combined with  in vivo plaque imaging (18F‐FMISO [50, 64]) and 
multiple year follow‐up on development of CVD and CVE would provide a great enrichment 
of knowledge regarding the role of plaque hypoxia for CVD diagnosis and prognosis. 
General discussion | 8 
  237 
Carbonic  anhydrases:  potential  in  atherosclerotic  disease 
pathogenesis 
 
In chapter 7, we were unable to detect an effect of CAIX on two important atherogenesis‐
related macrophage functions (apoptosis and lipid uptake), despite its correlation and co‐
localization  with  M1‐like  macrophages  in  human  plaque.  Yet,  we  could  show  CAIX 
expression in human plaque, and literature provides indications why CAIX is a potentially 
interesting  target  in  atherosclerosis.  CAIX  is  a  transmembrane  protein with  its  catalytic 
domain situated outside of the cell. More precisely, about 50kDa of the 54kDa large protein 
is anchored to a 4kDa transmembrane tail. It is believed that about 10% of this extracellular 
part is constantly being shed under basal conditions, and the cleaved part is called soluble 
CAIX (sCAIX). Relatively little is known about the mechanisms and purpose of CAIX shedding. 
Pastorekova  and  co‐workers  found  that  disintegrin  and  metalloproteinase  17 
(ADAM17/TACE)  is  required  for  pharmacologically  induced  CAIX  shedding,  but  not 
necessary  for basal  shedding  [65]. Although one may expect  that  in  the plaque hypoxia 
could be able to induce CAIX shedding via hypoxia induced upregulation of ADAM17 [66‐
67], Pastorekova and co‐workers showed that  the rate of  shedding by ADAM17 remains 
unchanged under hypoxic conditions [65].  
 
sCAIX  can  have  chaperone‐like  and  immunomodulatory  functions  in mice  [68],  but  the 
functional goal of CAIX shedding is still unclear. Also, the intracellular C‐terminus of CAIX 
fulfills a function, as this is necessary for correct localization of the extracellular N‐terminus 
[69]. A mutation replacing 4 or 5 amino acids with glycine  in the  intracellular  tail,  led to 
disability  of  the  N‐terminus  to  acidify  the  extracellular  space,  and  hampered  shedding 
capacity [69]. Clearly, although CAIX might seem a mere catalyst of bicarbonate production, 
there is more to this protein than anticipated at first sight. Indeed, we showed that CAIX is 
involved  in  BMDM energy  homeostasis, without  affecting  lipid  uptake  and  apoptosis  of 
these cells  (chapter 7). Despite a significant correlation between CAIX mRNA expression, 
pro‐inflammatory  macrophages  (iNOS)  and  lipid  core  size  in  human  unstable  plaque 
segments, we did not find any association between sCAIX and CVD.  
 
As mentioned  before,  CAIX  has  been  extensively  investigated  in  the  context  of  cancer. 
Mechanistic insights of CAIX function in tumor homeostasis are well documented and may 
be helpful in understanding CAIX function in atherosclerosis. In short, cancer cells adapt to 
glycolysis  as  their  main  source  of  ATP,  regardless  of  oxygen  availability,  known  as  the 
Warburg effect [70]. This occurs as a result of the vicious tumor microenvironment, in which 
hypoxia drives HIF1α mediated changes in gene expression. At some point, cancer cells fully 
commit  to  glycolysis  as  primary  energy  source.  In  concert with  a  plethora  of metabolic 
changes, this results in acidification of extracellular environment and promotes tumor cell 
expansion  and  normal  tissue  cell  death. Moreover,  these  adapted  cancer  cells  become 
resistant to radiation and chemotherapy induced cell death [71]. CAIX plays an important 
role in this transition to, and maintenance of full dependence on normoxic glycolysis. CAIX 
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cause mortality, hospitalization for heart failure [56‐58]). sCAIX released from the infarcted 
cardiac tissue could hence provide prognostic information upon myocardial infarction. To 
this end, a cohort with a set‐up comparable to that of Shimp et al. [59], with measurements 
of sCAIX in multiple blood samples, collected at set timepoints post‐myocardial infarction, 
and long‐term follow‐up on adverse cardiac events (e.g. heart failure, subsequent cardiac 
events) would be suitable.  
 
It  is important to note, however, that in a recently conducted study, sCAIX levels did not 
correlate with CAIX mRNA, or protein expression in human oral squamous cell carcinoma 
tumors [60]. In a study conducted in patients with non‐small cell lung cancer, the authors 
also could not show any association between tumor bound CAIX and sCAIX [61]. sCAIX may 
thus  be  a mere  reflection  of  altered  shedding  capacity  in  diseased  tissues,  rather  than 
showing tissue CAIX quantity itself. Hence, one should bear in mind that sCAIX might not be 
a reliable depiction of plaque bound CAIX. For that reason, another possibility is assessment 
of plaque bound CAIX, or plaque CAIX content. The body of evidence providing support for 
tissue  bound CAIX  as  prognostic  biomarker  in  the  cancer  field,  is  far more  extensive  as 
compared to circulating sCAIX [62]. We have shown that CAIX can be detected by western 
blot  in  human  plaque  lysates  (chapter  7).  The  large  Athero‐Express  cohort  consists  of 
subjects  of  which  plaque  material  from  different  origins  was  collected,  and  clinical 
outcomes after several years of follow‐up were documented [63]. Future analyses of plaque 
CAIX content, and its correlation to incident CVE in the Athero‐Express cohort, could provide 
more insight into the use of CAIX as a biomarker. Although this could underpin the potential 
of CAIX as vulnerable plaque imaging target, clinical translation might be limited due to the 
rigorous method to retrieve patient material, i.e. removal of the plaque.  
In  general,  a  firm  basis  underlining  the  importance  of  plaque  hypoxia  with  regard  to 
diagnostic and prognostic cardiovascular outcome measures needs to be established. There 
is evidence of hypoxia in animal (chapter 3) and human plaques [30], and it is possible to 
visualize  human  plaque  hypoxia  in  vivo  [50],  but  large  cohort  studies  investigating  its 
significance are not available. Hence the utility of plaque hypoxia biomarkers for prediction 
of  CVD  outcome measures  is  still  uncertain.  Ideally,  a  study  examining  circulating  (e.g. 
sCAIX) and plaque bound (e.g. HIF1α/2α, glucose transporter 1, vascular endothelial growth 
factor) hypoxia markers, combined with  in vivo plaque imaging (18F‐FMISO [50, 64]) and 
multiple year follow‐up on development of CVD and CVE would provide a great enrichment 
of knowledge regarding the role of plaque hypoxia for CVD diagnosis and prognosis. 
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In chapter 7, we were unable to detect an effect of CAIX on two important atherogenesis‐
related macrophage functions (apoptosis and lipid uptake), despite its correlation and co‐
localization  with  M1‐like  macrophages  in  human  plaque.  Yet,  we  could  show  CAIX 
expression in human plaque, and literature provides indications why CAIX is a potentially 
interesting  target  in  atherosclerosis.  CAIX  is  a  transmembrane  protein with  its  catalytic 
domain situated outside of the cell. More precisely, about 50kDa of the 54kDa large protein 
is anchored to a 4kDa transmembrane tail. It is believed that about 10% of this extracellular 
part is constantly being shed under basal conditions, and the cleaved part is called soluble 
CAIX (sCAIX). Relatively little is known about the mechanisms and purpose of CAIX shedding. 
Pastorekova  and  co‐workers  found  that  disintegrin  and  metalloproteinase  17 
(ADAM17/TACE)  is  required  for  pharmacologically  induced  CAIX  shedding,  but  not 
necessary  for basal  shedding  [65]. Although one may expect  that  in  the plaque hypoxia 
could be able to induce CAIX shedding via hypoxia induced upregulation of ADAM17 [66‐
67], Pastorekova and co‐workers showed that  the rate of  shedding by ADAM17 remains 
unchanged under hypoxic conditions [65].  
 
sCAIX  can  have  chaperone‐like  and  immunomodulatory  functions  in mice  [68],  but  the 
functional goal of CAIX shedding is still unclear. Also, the intracellular C‐terminus of CAIX 
fulfills a function, as this is necessary for correct localization of the extracellular N‐terminus 
[69]. A mutation replacing 4 or 5 amino acids with glycine  in the  intracellular  tail,  led to 
disability  of  the  N‐terminus  to  acidify  the  extracellular  space,  and  hampered  shedding 
capacity [69]. Clearly, although CAIX might seem a mere catalyst of bicarbonate production, 
there is more to this protein than anticipated at first sight. Indeed, we showed that CAIX is 
involved  in  BMDM energy  homeostasis, without  affecting  lipid  uptake  and  apoptosis  of 
these cells  (chapter 7). Despite a significant correlation between CAIX mRNA expression, 
pro‐inflammatory  macrophages  (iNOS)  and  lipid  core  size  in  human  unstable  plaque 
segments, we did not find any association between sCAIX and CVD.  
 
As mentioned  before,  CAIX  has  been  extensively  investigated  in  the  context  of  cancer. 
Mechanistic insights of CAIX function in tumor homeostasis are well documented and may 
be helpful in understanding CAIX function in atherosclerosis. In short, cancer cells adapt to 
glycolysis  as  their  main  source  of  ATP,  regardless  of  oxygen  availability,  known  as  the 
Warburg effect [70]. This occurs as a result of the vicious tumor microenvironment, in which 
hypoxia drives HIF1α mediated changes in gene expression. At some point, cancer cells fully 
commit  to  glycolysis  as  primary  energy  source.  In  concert with  a  plethora  of metabolic 
changes, this results in acidification of extracellular environment and promotes tumor cell 
expansion  and  normal  tissue  cell  death. Moreover,  these  adapted  cancer  cells  become 
resistant to radiation and chemotherapy induced cell death [71]. CAIX plays an important 
role in this transition to, and maintenance of full dependence on normoxic glycolysis. CAIX 
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serves  as  a pH  sensor  and  regulator of  intra‐  and extracellular pH,  keeping extracellular 
tumor  pH  at  approximately  6.8  [72].  Inhibiting  CAIX  function  was  shown  to  potentiate 
radiation and chemotherapy in multiple types of cancer, underlining the importance of CAIX 
in tumor cell survival [73]. How do these findings of the cancer field translate to macrophage 
function in the atherosclerotic plaque? Although the cellular composition may be different, 
atherosclerotic  plaque  environment,  in  many  ways,  resembles  the  tumor 
microenvironment.  Macrophages  become  hypoxic  already  in  early  stages  of  plaque 
development (chapter 3), when local oxygen levels should be sufficient, and subsequently 
employ aerobic glycolysis  i.e.  the Warburg effect  [74]. Furthermore,  in advanced human 
carotid plaques, pH was shown to be as low as 6.8 [75] and advanced human plaques indeed 
display  increased  lactate  levels  compared  to  intermediate  carotid  plaques  [76].  In 
RAW267.7 macrophages, low pH induced a pro‐inflammatory macrophage phenotype [77]. 
This matches with our  findings  in human carotid plaques, where CAIX mRNA expression 
positively correlated with pro‐inflammatory macrophages (table 1). Mechanistically, low pH 
alters lipid homeostasis and macrophage lipid handling in a detrimental way, as elegantly 
reviewed by Oorni et al. [78]. Among others, macrophage scavenger receptor, class B type 
1 (SRB1) expression is reduced, and preβ‐HDL proteolysis is increased, hampering reverse 
cholesterol  transport  (RCT)  by  macrophages.  In  addition,  several  pro‐atherogenic  lipid 
modifications  are  induced  by  intraplaque  acidification,  hence  promoting  plaque 
progression. Of course, there could be other proteins that may be induced by acidic plaque 
environment, like cathepsins, which are associated with plaque instability [79]. Altogether 
this  corroborates  the  hypothesis  that  plaque  acidification,  possibly  via  CAIX,  promotes 
plaque development. 
 
Interestingly,  in  2006,  Gamble  hypothesized  that  the  carbonic  anhydrase  protein  family 
plays an important role in calcification of atherosclerotic lesions [80]. Atherosclerosis only 
manifests clinically if the stenotic grade is very high (e.g. intermittent claudication) or if a 
thrombus  formed at  the  atherosclerotic  lesion  is  released  from  the plaque,  and  acutely 
occludes  part  of,  for  example,  either  the  cardiac  or  cerebral  circulation.  Formation of  a 
thrombus is attributable to three main causes: plaque rupture (55‐65%), plaque erosion (30‐
35%) and calcified nodules (4‐7%) [81‐82]. The latter are defined as protrusions of a calcified 
structure, through the fibrous cap, which provokes thrombus formation. This should not be 
confused with ‘fibrocalcific’ lesions which are heavily calcified, but stable plaque types, and 
are not associated with plaque rupture [81]. Plaque calcification is an interesting process 
but  there  is  no  consensus  about  the  onset  and  further  development  of  calcification. 
Nevertheless, it is believed that VSMCs and macrophages undergo apoptosis, releasing their 
intracellular vesicles, which are the substrate for intimal calcification [83]. There might be a 
role for carbonic anhydrases in the formation of these calcifications. First evidence for this 
was given by Oksala et al. revealing that CA isoform II and XII were significantly upregulated 
in  human  atherosclerotic  arteries,  compared  to  healthy  arteries  [84].  Moreover, 
immunohistochemistry of  these  lesions demonstrated a co‐localization of CAII and CAXII 
with  macrophages  (CD68)  and  osteoclast‐like  cells,  positive  for  tartrate‐resistant  acid 
phosphatase  (TRAP).  Later,  the  same  group  showed  CAIX  protein  expression  in  human 
dilated ascending aorta sections, among others in macrophages, [85]. Recently, Yuan and 
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colleagues  described  an  evident  role  for  carbonic  anhydrase  I  (CAI)  in  atherosclerosis, 
showing  that CAI  mRNA was  significantly  higher  expressed  in  atherosclerotic  ascending 
aortas from patients with aortic aneurysm, compared to healthy arteries of deceased heart 
transplant  donors  [86].  Mechanistically,  they  found  that  CAI  promoted  rat  VSMC 
calcification in vitro, which could be reverted by either treatment with acetazolamide, a CA 
inhibitor, or CAI siRNA. Treating apolipoprotein E knockout mice fed a 21 week high‐fat diet 
with  methazolamide,  another  CA  inhibitor,  reduced  plaque  size  and  calcification  [86]. 
Interestingly, CAIX and CAX mRNA expression was also increased in atherosclerotic arteries 
compared  to  control  arteries  in  these mice.  The  effects  of methazolamide  in  vivo  seem 
however to be exclusively mediated via CAI, as CAIX and CAX levels were not significantly 
lowered upon treatment with this compound, in contrast to CAI. Of note, circulating lipid 
levels,  as well  as  inflammatory  cytokines, were  also  lowered  in  the CA  inhibitor  treated 
mice. The authors unfortunately do not provide an explanation for this phenomenon, nor 
do they elaborate on the possible effects of this lipid and inflammatory cytokine lowering 
on the indicated differential plaque development.  
 
Gamble  elegantly  explains  the  possible  importance  of  carbonic  anhydrases  in  vascular 
calcification [80], but CAIX is seemingly not the most important isoform, or directly involved 
in this process. In line, we also could not find a significant correlation between CAIX mRNA 
expression and calcification in both stable and unstable human plaque segments (chapter 
7). Nevertheless, the effects on macrophage energy metabolism (chapter 7), upregulated 
expression in murine atherosclerotic lesions [86], and the significant correlations in human 
plaques (chapter 7) hint towards a role for this protein in atherosclerosis. Of course, the 
mentioned observations do not provide any  insight  into possible causality between CAIX 
and  atherogenesis.  Therefore,  it  would  be  interesting  to  study  atherosclerotic  plaque 
development  in  mice,  either  treated  with  CAIX  inhibiting  compounds  or  genetic  CAIX 
deficiency. An  in vivo study could elucidate whether CAIX influences plaque acidification, 
macrophage polarization and subsequently necrotic content.  
 
Is CAIX a viable treatment target to combat atherosclerosis? 
 
The  function  of  CAIX  and  its  pharmacological  applications  in  atherosclerosis  have,  in 
contrast to cancer, hardly been explored. It is an exciting thought, however, that might CAIX 
prove  to  be  of  major  importance  in  atherosclerosis,  there  are  several  compounds  for 
pharmacological intervention that are currently being developed, which will be discussed 
here. 
 
The  fact  that genetic CAIX silencing was proven to  reduce  tumor growth and metastasis 
formation in in vivo mouse models [87] encouraged research into CAIX targeting therapy. 
Various CAIX targeting compounds have been tested throughout the last years. Three major 
classes  of  drugs  can  be  distinguished: monoclonal  anti‐CAIX  antibodies,  small molecular 
inhibitors and nanoparticles coupled with carbonic anhydrase inhibitors [88].  
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serves  as  a pH  sensor  and  regulator of  intra‐  and extracellular pH,  keeping extracellular 
tumor  pH  at  approximately  6.8  [72].  Inhibiting  CAIX  function  was  shown  to  potentiate 
radiation and chemotherapy in multiple types of cancer, underlining the importance of CAIX 
in tumor cell survival [73]. How do these findings of the cancer field translate to macrophage 
function in the atherosclerotic plaque? Although the cellular composition may be different, 
atherosclerotic  plaque  environment,  in  many  ways,  resembles  the  tumor 
microenvironment.  Macrophages  become  hypoxic  already  in  early  stages  of  plaque 
development (chapter 3), when local oxygen levels should be sufficient, and subsequently 
employ aerobic glycolysis  i.e.  the Warburg effect  [74]. Furthermore,  in advanced human 
carotid plaques, pH was shown to be as low as 6.8 [75] and advanced human plaques indeed 
display  increased  lactate  levels  compared  to  intermediate  carotid  plaques  [76].  In 
RAW267.7 macrophages, low pH induced a pro‐inflammatory macrophage phenotype [77]. 
This matches with our  findings  in human carotid plaques, where CAIX mRNA expression 
positively correlated with pro‐inflammatory macrophages (table 1). Mechanistically, low pH 
alters lipid homeostasis and macrophage lipid handling in a detrimental way, as elegantly 
reviewed by Oorni et al. [78]. Among others, macrophage scavenger receptor, class B type 
1 (SRB1) expression is reduced, and preβ‐HDL proteolysis is increased, hampering reverse 
cholesterol  transport  (RCT)  by  macrophages.  In  addition,  several  pro‐atherogenic  lipid 
modifications  are  induced  by  intraplaque  acidification,  hence  promoting  plaque 
progression. Of course, there could be other proteins that may be induced by acidic plaque 
environment, like cathepsins, which are associated with plaque instability [79]. Altogether 
this  corroborates  the  hypothesis  that  plaque  acidification,  possibly  via  CAIX,  promotes 
plaque development. 
 
Interestingly,  in  2006,  Gamble  hypothesized  that  the  carbonic  anhydrase  protein  family 
plays an important role in calcification of atherosclerotic lesions [80]. Atherosclerosis only 
manifests clinically if the stenotic grade is very high (e.g. intermittent claudication) or if a 
thrombus  formed at  the  atherosclerotic  lesion  is  released  from  the plaque,  and  acutely 
occludes  part  of,  for  example,  either  the  cardiac  or  cerebral  circulation.  Formation of  a 
thrombus is attributable to three main causes: plaque rupture (55‐65%), plaque erosion (30‐
35%) and calcified nodules (4‐7%) [81‐82]. The latter are defined as protrusions of a calcified 
structure, through the fibrous cap, which provokes thrombus formation. This should not be 
confused with ‘fibrocalcific’ lesions which are heavily calcified, but stable plaque types, and 
are not associated with plaque rupture [81]. Plaque calcification is an interesting process 
but  there  is  no  consensus  about  the  onset  and  further  development  of  calcification. 
Nevertheless, it is believed that VSMCs and macrophages undergo apoptosis, releasing their 
intracellular vesicles, which are the substrate for intimal calcification [83]. There might be a 
role for carbonic anhydrases in the formation of these calcifications. First evidence for this 
was given by Oksala et al. revealing that CA isoform II and XII were significantly upregulated 
in  human  atherosclerotic  arteries,  compared  to  healthy  arteries  [84].  Moreover, 
immunohistochemistry of  these  lesions demonstrated a co‐localization of CAII and CAXII 
with  macrophages  (CD68)  and  osteoclast‐like  cells,  positive  for  tartrate‐resistant  acid 
phosphatase  (TRAP).  Later,  the  same  group  showed  CAIX  protein  expression  in  human 
dilated ascending aorta sections, among others in macrophages, [85]. Recently, Yuan and 
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colleagues  described  an  evident  role  for  carbonic  anhydrase  I  (CAI)  in  atherosclerosis, 
showing  that CAI  mRNA was  significantly  higher  expressed  in  atherosclerotic  ascending 
aortas from patients with aortic aneurysm, compared to healthy arteries of deceased heart 
transplant  donors  [86].  Mechanistically,  they  found  that  CAI  promoted  rat  VSMC 
calcification in vitro, which could be reverted by either treatment with acetazolamide, a CA 
inhibitor, or CAI siRNA. Treating apolipoprotein E knockout mice fed a 21 week high‐fat diet 
with  methazolamide,  another  CA  inhibitor,  reduced  plaque  size  and  calcification  [86]. 
Interestingly, CAIX and CAX mRNA expression was also increased in atherosclerotic arteries 
compared  to  control  arteries  in  these mice.  The  effects  of methazolamide  in  vivo  seem 
however to be exclusively mediated via CAI, as CAIX and CAX levels were not significantly 
lowered upon treatment with this compound, in contrast to CAI. Of note, circulating lipid 
levels,  as well  as  inflammatory  cytokines, were  also  lowered  in  the CA  inhibitor  treated 
mice. The authors unfortunately do not provide an explanation for this phenomenon, nor 
do they elaborate on the possible effects of this lipid and inflammatory cytokine lowering 
on the indicated differential plaque development.  
 
Gamble  elegantly  explains  the  possible  importance  of  carbonic  anhydrases  in  vascular 
calcification [80], but CAIX is seemingly not the most important isoform, or directly involved 
in this process. In line, we also could not find a significant correlation between CAIX mRNA 
expression and calcification in both stable and unstable human plaque segments (chapter 
7). Nevertheless, the effects on macrophage energy metabolism (chapter 7), upregulated 
expression in murine atherosclerotic lesions [86], and the significant correlations in human 
plaques (chapter 7) hint towards a role for this protein in atherosclerosis. Of course, the 
mentioned observations do not provide any  insight  into possible causality between CAIX 
and  atherogenesis.  Therefore,  it  would  be  interesting  to  study  atherosclerotic  plaque 
development  in  mice,  either  treated  with  CAIX  inhibiting  compounds  or  genetic  CAIX 
deficiency. An  in vivo study could elucidate whether CAIX influences plaque acidification, 
macrophage polarization and subsequently necrotic content.  
 
Is CAIX a viable treatment target to combat atherosclerosis? 
 
The  function  of  CAIX  and  its  pharmacological  applications  in  atherosclerosis  have,  in 
contrast to cancer, hardly been explored. It is an exciting thought, however, that might CAIX 
prove  to  be  of  major  importance  in  atherosclerosis,  there  are  several  compounds  for 
pharmacological intervention that are currently being developed, which will be discussed 
here. 
 
The  fact  that genetic CAIX silencing was proven to  reduce  tumor growth and metastasis 
formation in in vivo mouse models [87] encouraged research into CAIX targeting therapy. 
Various CAIX targeting compounds have been tested throughout the last years. Three major 
classes  of  drugs  can  be  distinguished: monoclonal  anti‐CAIX  antibodies,  small molecular 
inhibitors and nanoparticles coupled with carbonic anhydrase inhibitors [88].  
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Firstly, monoclonal antibodies can affect  cell  function  through different mechanisms. An 
antibody‐mediated  cell  cytotoxic  reaction  can  be  evoked,  directing  immune  cells  to  the 
antibody‐bound target cell for destruction. This may be desirable in cancer but will not do 
any good  in  the  context of atherosclerosis  since  the  increased  immune  cell  content will 
accelerate plaque growth. Secondly, receptor mediated internalization of the CAIX targeting 
antibody  could  be  exploited  to  deliver  pharmacological  compounds  specifically  to  CAIX 
positive  cells.  Systemic  anti‐inflammatory  therapy  was  proven  to  be  effective  in  the 
prevention of secondary CVE [89]. However, due to systemic lowering of pro‐inflammatory 
interleukin IL‐1β, these subjects were also more susceptible to fatal infections and sepsis 
[89]. Targeted therapy, directed towards the plaque, can circumvent the need for systemic 
lowering  of  inflammatory  signaling molecules,  and  possibly  deliver  these  directly  to  the 
atherosclerotic lesion [90]. Lastly, CAIX monoclonal antibodies can bind at the catalytic site 
and inhibit protein function, preventing proper pH regulation and hence limit the glycolytic 
activity of CAIX positive macrophages. Less glycolysis will  lead to  less acidification of the 
extracellular plaque environment and could thus prevent detrimental lipid handling and the 
transition into a pro‐inflammatory phenotype of macrophages, as pointed out earlier [77‐
78]. Of note, these antibodies have to migrate into the plaque, as for example CAIX positive 
macrophages are not presenting themselves ‘en masse’ near the arterial  lumen. Another 
disadvantage is that effective host defense requires glycolysis, which might be hampered 
by  systemic  CAIX  inhibition.  An  advantage  of  this  CAIX  targeting  method  is  that  these 
compounds  have  already  progressed  towards  stage‐III  clinical  trials  (Girentuximab, 
https://clinicaltrials.gov/ct2/home).  
   
Secondly, multiple small molecular compounds, which until now have only reached stage‐I 
clinical  trials,  successfully  inhibit  CAIX  function  [88].  Initial  challenges  included  a  lack  of 
selectivity for CAIX  inhibition, without targeting  intracellular CAII.  In the meantime these 
have  been  largely  overcome,  and  CAIX  can  be  inhibited  relatively  selectively with  small 
molecular inhibitors [88]. The beneficial mechanism for atherosclerosis would also be based 
on  the  reduced  acidification  of  extracellular  plaque  environment,  as  compared  to  CAIX 
inhibiting  monoclonal  antibodies.  Thirdly,  CAIX  targeting  nanoparticles  are  under 
investigation [91], although this is still in a pre‐clinical testing stage. Nevertheless, results 
from  in  vivo mouse  models  are  promising,  showing  reduced  tumor  growth  and  higher 
survival rates in animals treated with CAIX inhibiting nanoparticles [92]. Altogether, multiple 
CAIX  inhibiting  compounds  are  being  developed  as  we  speak.  Testing  effects  of  these 
compounds on atherogenesis in mice would be exciting, although involvement of CAIX in 
this  disease  has  to  be more  firmly  established  first.  Cell  specific  CAIX  targeting  therapy 
would be the ultimate next step. With currently available knowledge, macrophages and also 
fibroblasts, may prove to be viable treatment options.  
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Going  one  step  up  in  the  hypoxia  cascade:  interfering  with 
oxygen sensing  
 
In  chapter  3, we  showed  that  reoxygenation  of  the  plaque  leads  to  a  favorable  plaque 
phenotype. Unfortunately,  prolonged  in  vivo  restoration of  plaque oxygen  levels  can be 
difficult. According to data from animal experiments, patients should be subjected to 90 
minutes  of  hyperoxic  therapy  for  5  days  a  week.  Subsequently,  it  should  be  checked 
whether the oxygen therapy also really alleviates plaque hypoxia, which means that each 
patient would need at least two PET/CT scans with a hypoxia specific PET tracer (e.g. HX4 
[49], FMISO [50]). It is conceivable that this approach would neither be realistic practically, 
nor  financially. Meanwhile, knowledge on alteration of the hypoxia specific protein CAIX 
and its effects on atherosclerosis are in a very preliminary stage.  
 
Therefore,  instead of  reoxygenating  the plaque, one could  try  to  reduce  the demand of 
plaque cells for oxygen, or the deleterious impact of hypoxia on these cells. Mechanistically, 
hypoxia inducible factor (HIF) is the protein that facilitates many of the detrimental effects 
in  a  plethora  of  diseases.  In  cancer,  for  example,  HIF mediates  angiogenesis, metabolic 
reprogramming,  extracellular  matrix  (ECM)  remodeling,  stem  cell  maintenance,  and 
immune evasion, which are all briefly covered in a review [93]. HIF also plays a prominent 
role in a range of metabolic disorders [94]. Additionally, interfering with HIF signaling has 
been  tested  in  the  context of  CVD.  It was  indeed  shown  that  preconditioning of mouse 
hearts with short intervals of hypoxia could protect against detrimental consequences of 
prolonged  hypoxic  exposure.  HIF  was  instrumental  for  the  protective  effect  of 
preconditioning, as heterozygous HIF1α deficient mice completely lost this protection [95]. 
Also, hind limb ischemia models, a model of peripheral artery disease, show that impaired 
HIF1 signaling abolishes successful collateral formation and recovery of tissue reperfusion 
[96].  
 
In chapter 4, 5 and 6 we aimed to reduce the capability of cells to sense oxygen levels by 
knockout of PHD proteins, thereby priming them for constant activity of HIF machinery. First 
promising results of this approach were given by Aragonès and colleagues, showing that 
deletion of PHD1 in an ischemia‐reperfusion mouse model was able to protect myofibers 
by upregulation of pyruvate dehydrogenase kinase isozyme 4 (PDK4) in a HIF2α dependent 
manner  [97]. Wei  and  co‐workers  uncovered  that  pre‐conditioning  of  rat  bone marrow 
mesenchymal stem cells with DMOG treatment increased their viability in the infarcted rat 
heart and reduced infarct size in vivo [98]. In addition, there are indications from the cancer 
field  that  disturbing  oxygen  sensing  might  work  favorably  in  slowing  down  disease 
progression. PHD2 deficiency  in  tumor  cells  led  to decreased  tumor growth  in  an HIF1α 
independent manner [99‐100]. Also, PHD2 haplodeficiency was shown to reduce metastasis 
in  a  mouse  breast  cancer  model  as  a  result  of  decreased  cancer  associated  fibroblast 
activation and improved tumor vessel normalization [101]. Heterozygous PHD2 mice were 
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Firstly, monoclonal antibodies can affect  cell  function  through different mechanisms. An 
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accordingly protected from distant metastasis due to micro‐vessel normalization in a HIF2α 
dependent manner [102].  
 
In chapter 4 and 5 we hypothesized that global PHD1 or PHD3 knockout (ko), respectively, 
would precondition  cells  in  the plaque  to  cope with hypoxic  conditions,  thus  leading  to 
diminished plaque growth. We were surprised to discover that whole body PHD1 deficiency 
reduced circulating cholesterol and triglyceride levels, leading to diminished plaque growth 
and necrotic plaque content in mice (chapter 4), while PHD3ko slightly enhanced circulating 
lipid levels without influencing plaque development (chapter 5). The effects on cholesterol 
by PHD1ko turned out to be mediated by a novel mechanism in cholesterol homeostasis, 
i.e. trans intestinal cholesterol excretion (TICE), which will be discussed later. We also found 
that myeloid deficiency of PHD2 and PHD3 produced larger plaques, in part due to enhanced 
macrophage apoptosis (chapter 6). Conversely, others reported beneficial effects of PHD 
(isoform 2 and 3) deficiency on atherogenesis, reducing plaque size [103‐104]. Achieving a 
reduced oxygen demand by  inhibiting  factor  inhibiting HIF  (FIH), another oxygen sensor, 
might be an alternative option. FIH was shown to be involved in metabolism as well [105], 
although its direct relevance for atherosclerosis has not been studied yet.  
 
To  conclude,  ‘dampening  the  oxygen  demand’  by  priming  cells  for  constant  activity  of 
hypoxic  machinery,  induced  by  PHD  deficiency,  resulted  in  various  effects  in  different 
mouse strains. Aiming to reduce the ‘sensing’ of hypoxia by removing PHD isoforms in the 
hypoxic  plaque was  proven  to  be  a  too  simplistic  approach.  PHDs were  shown  to  have 
hugely diverging effects depending on cell type and pathophysiological context (chapter 2). 
Cherry picking the favorable effects of PHD deficiency, like cholesterol lowering properties 
of PHD1ko mice (chapter 4) and plaque stabilizing fibrotic effects of myeloid PHD2cko mice 
(chapter 6), would be preferred over the pan‐PHD inhibiting compounds that are available 
at this moment. However, it is still unclear whether PHD inhibition affects more functions, 
other  than  the  metabolic,  apoptotic  and  fibrotic  effects  as  described  in  this  thesis. 
Nevertheless, the uncovered effects of PHD inhibition can still be exploited to improve the 
course of atherosclerosis. 
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Oxygen  sensor  PHD1:  an  unexpected  player  in  cholesterol 
metabolism 
 
A major component of cardiovascular risk management, next to  life‐style changes, blood 
pressure  control,  and  anti‐coagulant  therapy,  is  lipid  lowering  therapy.  As  already 
mentioned in the introduction of this thesis, circulating lipids and lipoproteins contribute to 
CVD risk. These include among others low density lipoprotein (LDL), high density lipoprotein 
(HDL), lipoprotein (a) (Lp(a)) and triglycerides (TG). Despite a plethora of efforts to address 
the  importance  of  compounds  affecting  different  lipid  fractions,  the  most  established, 
successful and globally most implemented therapy is LDL lowering via statins [106], which 
modulates LDL  receptor expression. Prevention of proprotein convertase subtilisin/kexin 
type  9  (PCSK9) mediated  LDL  receptor  internalization  has  also  been  proven  to  be  very 
successful in lowering LDL cholesterol levels and preventing CVE [107]. Nevertheless, statin 
use  might  lead  to  side  effects  such  as  muscle  pain  and  diabetes  type  2  [108‐110]. 
Furthermore, desired cholesterol target values are not achieved in approximately 50% of 
the patients within the first 2 years after initiation of treatment [111]. The relatively new 
PCSK9 inhibitors, could not induce plaque lesion regression as efficiently as statins, despite 
yielding  lower  circulating  LDL  levels  [112].  In  addition,  population wide  employment  of 
PCSK9 inhibitors would not be cost‐effective [113]. PCSK9 inhibition might be a solution for 
high‐risk patients but with the current cost of this medicine it will be restricted to this small 
group. 
 
Considering this, there is a niche for affordable, cholesterol lowering compounds that act 
via  an  LDL  receptor  independent  mechanism.  Several  alternative  cholesterol  lowering 
routes  have  already  been  explored  (targeting  e.g.  CETP,  LCAT,  Lp(a)), whereas  TICE  has 
received relatively little interest over the past few years, although this  is  increasing. TICE 
entails a cholesterol excretion pathway independent of the common biliary route. It was 
found to contribute to 35% of fecal neutral sterol excretion in hypercholesterolemic men 
[114] and was shown to occur in vitro, ex vivo and in vivo in animals and humans [115‐117]. 
Interestingly, we  showed  that whole  body  PHD1  deficiency  increased  TICE  and  reduced 
circulating cholesterol levels (chapter 4), revealing a novel and unexpected role of PHD1. 
How TICE operates is not fully understood yet, and although several involved proteins have 
been identified (figure 1), none of them are essential. The cholesterol efflux dimer situated 
on the apical side of enterocytes, ABCG5/8, facilitates TICE partly, as knockout of ABCG5 
could reduce TICE with 40% [118] in contrast to ABCG8 knockout, which did not influence 
TICE  [119].  In  addition,  Ezetimibe,  which  inhibits  the  main  luminal  cholesterol  uptake 
protein in the intestine; Niemann‐Pick type C1 Like protein 1 (NPC1L1), could induce TICE 
3.5  fold via ABCG5/8 [120‐121]. ABCB1a/b deficiency, either through genetic deletion or 
pharmacologic inhibition, reduced TICE with 26.5% [115]. Liver X receptors (LXR) are master 
transcription factors regulating cholesterol homeostasis in several tissues and involved in 
RCT [122]. LXR activation was shown to induce ABCG5/8 expression and increase TICE [118]. 
Also,  intestinal  farnesoid X  receptor  (FXR) was  found  to  induce TICE, by upregulating  its 
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PCSK9 inhibitors, could not induce plaque lesion regression as efficiently as statins, despite 
yielding  lower  circulating  LDL  levels  [112].  In  addition,  population wide  employment  of 
PCSK9 inhibitors would not be cost‐effective [113]. PCSK9 inhibition might be a solution for 
high‐risk patients but with the current cost of this medicine it will be restricted to this small 
group. 
 
Considering this, there is a niche for affordable, cholesterol lowering compounds that act 
via  an  LDL  receptor  independent  mechanism.  Several  alternative  cholesterol  lowering 
routes  have  already  been  explored  (targeting  e.g.  CETP,  LCAT,  Lp(a)), whereas  TICE  has 
received relatively little interest over the past few years, although this  is  increasing. TICE 
entails a cholesterol excretion pathway independent of the common biliary route. It was 
found to contribute to 35% of fecal neutral sterol excretion in hypercholesterolemic men 
[114] and was shown to occur in vitro, ex vivo and in vivo in animals and humans [115‐117]. 
Interestingly, we  showed  that whole  body  PHD1  deficiency  increased  TICE  and  reduced 
circulating cholesterol levels (chapter 4), revealing a novel and unexpected role of PHD1. 
How TICE operates is not fully understood yet, and although several involved proteins have 
been identified (figure 1), none of them are essential. The cholesterol efflux dimer situated 
on the apical side of enterocytes, ABCG5/8, facilitates TICE partly, as knockout of ABCG5 
could reduce TICE with 40% [118] in contrast to ABCG8 knockout, which did not influence 
TICE  [119].  In  addition,  Ezetimibe,  which  inhibits  the  main  luminal  cholesterol  uptake 
protein in the intestine; Niemann‐Pick type C1 Like protein 1 (NPC1L1), could induce TICE 
3.5  fold via ABCG5/8 [120‐121]. ABCB1a/b deficiency, either through genetic deletion or 
pharmacologic inhibition, reduced TICE with 26.5% [115]. Liver X receptors (LXR) are master 
transcription factors regulating cholesterol homeostasis in several tissues and involved in 
RCT [122]. LXR activation was shown to induce ABCG5/8 expression and increase TICE [118]. 
Also,  intestinal  farnesoid X  receptor  (FXR) was  found  to  induce TICE, by upregulating  its 
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downstream target fibroblast growth factor 19 (FGF19). This increased hydrophilicity of the 
bile  acid  pool,  which  was  shown  to  be  responsible  for  enhanced  TICE  in  mice  with 
pharmacologically enhanced FXR activation [123]. 
 
In addition to the effector, also the cholesterol donor delivering circulating cholesterol to 
enterocytes  still  has  to  be  identified.  HDL,  as  an  important  component  of  reversed 
cholesterol  transport  (RCT),  and  LDL were  investigated  but  data  on  their  role  in  TICE  is 
conflicting ([115, 124] and [115, 125] respectively). There are  indications that VLDL  is an 
important TICE cholesterol donor [126] but concluding evidence on this is also still lacking. 
Cholesterol should be accepted at the basolateral enterocyte membrane, before trafficking 
towards the intestinal lumen. Although the LDLr can be an acceptor of cholesterol delivered 
to the basolateral enterocyte membrane, its function seems redundant, as we and others 
[115] showed that TICE is still active in LDLr knockout mice (chapter 4). Interestingly, next 
to  Ezetimibe,  statins  and  PCSK9  inhibitors were  found  to  alter  TICE  activity.  Statins  and 
PCSK9 inhibitors could increase TICE with 71% and 62%, respectively, in vivo in mice [115]. 
The proportional size of the contribution of TICE to lowered circulating cholesterol levels in 
PCSK9 deficient or PCSK9 inhibitor treated mice is unknown. Nonetheless, this implies that 
either the LDLr plays a role, or that PCSK9 inhibitors and statins fulfill a role in TICE that is 
yet to be uncovered. Finally, there is no clear answer to how cholesterol is being transported 
from  the  basolateral  to  the  apical  membrane  of  the  enterocyte.  One  study  found  that 
inhibition of micro‐tubule polymerization  in human enterocytic Caco2/TC7 cells  reduced 
cholesterol trafficking and apical cholesterol excretion in an in vitro setting, hinting towards 
a possible role for microtubule mediated transport in TICE [117]. A recent review proposes 
several candidates  involved in cholesterol trafficking  in the enterocyte, but research into 
these targets has yet to be started [127]. 
 
Where PHD1 intervenes in the proposed components of the TICE pathway is still unclear. 
We explored protein expression in intestine and liver tissue of LDLrko and PHD1ko/LDLrko 
mice  (table  1  and  2).  270  (165  up,  105  down)  and  222  (97  up,  125  down)  genes were 
differentially  regulated  in  intestine and  liver  tissue of PHD1ko/LDLrko mice,  respectively. 
The  usual  suspects,  as  identified  by  others  in  earlier  studies  described  above, were not 
strikingly up‐ or downregulated. Interesting was an almost 5‐fold upregulation of Tnfaip3 in 
PHD1 deficient mice. Induction of this important repressor of NFκB activity might reflect the 
observed reduced inflammatory phenotype of these mice (chapter 4).  It could, however, 
also be a compensation for the loss of PHD1 mediated NFκB inhibition.  
 
Although we know that cholesterol lowering effects were also observed in mice with genetic 
and pharmacologically induced PHD2 deficiency [104, 128], it is unclear whether TICE was 
active  in  these mice as well.  Lastly, whole body PHD3ko even  increased  circulating  lipid 
levels, underlining the isoform specific effects of PHD proteins. It is an exciting thought that 
reduction of plasma cholesterol levels, through enhanced TICE pathway activity as a result 
of PHD1 deficiency, may have reduced plaque size and necrotic plaque content in mice. This 
could,  however,  be  a  somewhat  preliminary  conclusion  since  our  PHD1  deficient  mice 
displayed concurrent reductions of plasma glucose and immune cell subsets, in addition to 
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lipid  changes,  which  complicates  identification  of  the  process  responsible  for  reduced 
plaque size and necrotic content. In addition, PHD1 is presumably not a major player in TICE 
regulation, as other candidates (e.g. ABCG5, PCSK9) show larger effects on TICE mediated 
cholesterol excretion. Of course, it would be desirable to assess whether a blockade of TICE 
can completely revert PHD1ko mediated cholesterol lowering and reduced atherogenesis 
in these mice. Unfortunately, it is difficult to completely prevent TICE in vivo since we don’t 
know  the exact mechanisms driving  it,  hence  there  is  no pharmacological  compound  to 
achieve TICE abrogation yet. Nevertheless, PHD1 is an interesting target for future research, 
which  should  address  the  impact  of  PHD1  mediated  cholesterol  reductions  on  plaque 
development.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1. Main players as currently identified participating in TICE. On the basolateral side, LDL, VLDL 
and HDL might be cholesterol donors. The LDL receptor facilitates cholesterol uptake for TICE, but is 
not essential. An unidentified cholesterol transporter is hence responsible for a part of this cholesterol 
trafficking. TICE was disrupted in cells without functional micro‐tubuli. On the apical side, ABCG5/8 
and ABCB1a/b carry out TICE. Possible involvement of a third transport mechanism on the apical side 
is not excluded. A hydrophilic bile acid pool as well as plant sterols in the intestinal lumen promote 
TICE. NPC1‐L1 is the main transporter of cholesterol from the lumen into the enterocyte and the target 
of lipid lowering drug Ezetimibe. Ezetimibe is thought to stimulate TICE via ABCG5/8. LDL; low density 
lipoprotein.  VLDL;  very  low  density  lipoprotein.  HDL;  high  density  lipoprotein.  LDLr;  Low  density 
lipoprotein  receptor.  PCSK9;  proprotein  convertase  subtilisin/kexin  type  9.  ABCG5/8;  ABCG5  ATP 
binding cassette subfamily G member 5 and member 8. ABCB1a/b; ATP‐binding cassette B1 a and b. 
NPC1‐L1; Niemann‐Pick C1 like protein 1.  
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downstream target fibroblast growth factor 19 (FGF19). This increased hydrophilicity of the 
bile  acid  pool,  which  was  shown  to  be  responsible  for  enhanced  TICE  in  mice  with 
pharmacologically enhanced FXR activation [123]. 
 
In addition to the effector, also the cholesterol donor delivering circulating cholesterol to 
enterocytes  still  has  to  be  identified.  HDL,  as  an  important  component  of  reversed 
cholesterol  transport  (RCT),  and  LDL were  investigated  but  data  on  their  role  in  TICE  is 
conflicting ([115, 124] and [115, 125] respectively). There are  indications that VLDL  is an 
important TICE cholesterol donor [126] but concluding evidence on this is also still lacking. 
Cholesterol should be accepted at the basolateral enterocyte membrane, before trafficking 
towards the intestinal lumen. Although the LDLr can be an acceptor of cholesterol delivered 
to the basolateral enterocyte membrane, its function seems redundant, as we and others 
[115] showed that TICE is still active in LDLr knockout mice (chapter 4). Interestingly, next 
to  Ezetimibe,  statins  and  PCSK9  inhibitors were  found  to  alter  TICE  activity.  Statins  and 
PCSK9 inhibitors could increase TICE with 71% and 62%, respectively, in vivo in mice [115]. 
The proportional size of the contribution of TICE to lowered circulating cholesterol levels in 
PCSK9 deficient or PCSK9 inhibitor treated mice is unknown. Nonetheless, this implies that 
either the LDLr plays a role, or that PCSK9 inhibitors and statins fulfill a role in TICE that is 
yet to be uncovered. Finally, there is no clear answer to how cholesterol is being transported 
from  the  basolateral  to  the  apical  membrane  of  the  enterocyte.  One  study  found  that 
inhibition of micro‐tubule polymerization  in human enterocytic Caco2/TC7 cells  reduced 
cholesterol trafficking and apical cholesterol excretion in an in vitro setting, hinting towards 
a possible role for microtubule mediated transport in TICE [117]. A recent review proposes 
several candidates  involved in cholesterol trafficking  in the enterocyte, but research into 
these targets has yet to be started [127]. 
 
Where PHD1 intervenes in the proposed components of the TICE pathway is still unclear. 
We explored protein expression in intestine and liver tissue of LDLrko and PHD1ko/LDLrko 
mice  (table  1  and  2).  270  (165  up,  105  down)  and  222  (97  up,  125  down)  genes were 
differentially  regulated  in  intestine and  liver  tissue of PHD1ko/LDLrko mice,  respectively. 
The  usual  suspects,  as  identified  by  others  in  earlier  studies  described  above, were not 
strikingly up‐ or downregulated. Interesting was an almost 5‐fold upregulation of Tnfaip3 in 
PHD1 deficient mice. Induction of this important repressor of NFκB activity might reflect the 
observed reduced inflammatory phenotype of these mice (chapter 4).  It could, however, 
also be a compensation for the loss of PHD1 mediated NFκB inhibition.  
 
Although we know that cholesterol lowering effects were also observed in mice with genetic 
and pharmacologically induced PHD2 deficiency [104, 128], it is unclear whether TICE was 
active  in  these mice as well.  Lastly, whole body PHD3ko even  increased  circulating  lipid 
levels, underlining the isoform specific effects of PHD proteins. It is an exciting thought that 
reduction of plasma cholesterol levels, through enhanced TICE pathway activity as a result 
of PHD1 deficiency, may have reduced plaque size and necrotic plaque content in mice. This 
could,  however,  be  a  somewhat  preliminary  conclusion  since  our  PHD1  deficient  mice 
displayed concurrent reductions of plasma glucose and immune cell subsets, in addition to 
General discussion | 8 
  245 
LDLr
???
LDL
VLDL
HDL
PCSK9
Micro‐tubuli
dependent
Cholesterol
Blood Enterocyte Intestinallumen
NPC1‐L1
Plant sterols
Hydrophilic
bile acids
ABCG5/8
ABCB1a/b
Ezetimibe
Chylomicron
+
lipid  changes,  which  complicates  identification  of  the  process  responsible  for  reduced 
plaque size and necrotic content. In addition, PHD1 is presumably not a major player in TICE 
regulation, as other candidates (e.g. ABCG5, PCSK9) show larger effects on TICE mediated 
cholesterol excretion. Of course, it would be desirable to assess whether a blockade of TICE 
can completely revert PHD1ko mediated cholesterol lowering and reduced atherogenesis 
in these mice. Unfortunately, it is difficult to completely prevent TICE in vivo since we don’t 
know  the exact mechanisms driving  it,  hence  there  is  no pharmacological  compound  to 
achieve TICE abrogation yet. Nevertheless, PHD1 is an interesting target for future research, 
which  should  address  the  impact  of  PHD1  mediated  cholesterol  reductions  on  plaque 
development.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1. Main players as currently identified participating in TICE. On the basolateral side, LDL, VLDL 
and HDL might be cholesterol donors. The LDL receptor facilitates cholesterol uptake for TICE, but is 
not essential. An unidentified cholesterol transporter is hence responsible for a part of this cholesterol 
trafficking. TICE was disrupted in cells without functional micro‐tubuli. On the apical side, ABCG5/8 
and ABCB1a/b carry out TICE. Possible involvement of a third transport mechanism on the apical side 
is not excluded. A hydrophilic bile acid pool as well as plant sterols in the intestinal lumen promote 
TICE. NPC1‐L1 is the main transporter of cholesterol from the lumen into the enterocyte and the target 
of lipid lowering drug Ezetimibe. Ezetimibe is thought to stimulate TICE via ABCG5/8. LDL; low density 
lipoprotein.  VLDL;  very  low  density  lipoprotein.  HDL;  high  density  lipoprotein.  LDLr;  Low  density 
lipoprotein  receptor.  PCSK9;  proprotein  convertase  subtilisin/kexin  type  9.  ABCG5/8;  ABCG5  ATP 
binding cassette subfamily G member 5 and member 8. ABCB1a/b; ATP‐binding cassette B1 a and b. 
NPC1‐L1; Niemann‐Pick C1 like protein 1.  
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The  increasing  understanding  of mesenchymal  cell  biology:  a 
role for PHDs? 
 
In chapter 6, we found a pronounced effect of myeloid PHD2 deficiency on plaque collagen 
content and did corresponding observations on collagen homeostasis of fibroblasts in vitro. 
Collagen has a physiological role in the vessel wall, where SMCs are embedded in mostly 
collagen type I, III and V and multiple layers of SMCs are separated by elastic laminae. The 
adventitia contains large amounts of collagen type I and III and is rich in fibroblasts. Upon 
atherosclerotic  progression,  SMCs  can  migrate  into  the  lesion  and  obtain  an  ECM 
synthesizing role in the intima, instead of their original contractile role in the lamina media. 
Large amounts of collagen type I, making up about 67% of total plaque collagen [129], and 
type III as well as fibronectin are produced in the intima. This stabilizes the fibrous cap of 
the plaque, as reduced fibrous cap thickness is associated with increased coronary events 
[130].  The  current  dogma  is  that  SMCs  are  the  main  drivers  of  ECM  deposition  in 
atherosclerotic plaques. It is known from as early as the 1960’s that SMCs are present in 
atherosclerotic  lesions  [131‐133]. Over the years we  learned that plaque SMCs can arise 
from  different  sources,  apart  from  migration  from  the  lamina  media,  including 
hematopoietic stem cells from the circulation [134], and endothelial cells via endothelial to 
mesenchymal  transition  (EndMT)  [135‐136].  SMC where  thought  to have predominantly 
protective effects in atherosclerosis, by producing ECM components to reinforce the fibrous 
cap region, and hence prevent plaque rupture. However, we now know that SMCs have 
more divergent roles, next to ECM production. For instance, SMCs can adopt a macrophage‐
like phenotype,  expressing macrophage markers  [137‐138],  and  ingest  large amounts of 
oxLDL leading to foam cell formation and subsequent cell death [139] which contributes to 
growth of the necrotic core. In contrast, a recently published paper by Wirka et al. opposed 
this  idea  by  employing  single  cell  sequencing  of  human  and  murine  plaque  cells.  They 
showed  that  SMCs  do  not  differentiate  into  macrophage  like  cells  but  rather  trans‐
differentiate  into  a  fibroblast‐SMC  intermediate  cell  type,  termed  fibromyocytes,  which 
show  both  SMC  and  fibroblast‐like  cell  like  properties  [140].  These  fibromyocytes  are 
different  from  myofibroblasts  as  these  SMCs  undergo  the  opposite  transcriptomic 
trajectory of the latter.  
 
Although we could identify an increase in αSMA positive cells in PHD2cko mouse plaques in 
chapter 6, and recent literature suggests that secreted factors by BMDMs influence SMC 
function [141], we could not find any effect on SMCs in our study  in vitro (chapter 6). As 
pointed out, fibroblast collagen production was probably altered in these plaques, without 
a change  in  fibroblast proliferation, cell density, or upregulation of myogenic markers  in 
vitro.  Fibroblasts  are  able  to  produce  large  amounts  of  collagen,  especially  upon  trans‐
differentiation  into myofibroblasts  [142].  In atherosclerosis,  fibroblast‐like cells  can alter 
inflammation, ECM and collagen production and logically plaque structural integrity [143]. 
Of note, the effects observed in this study were assigned to fibroblast activating factor (FAP) 
positive cells, which is not only expressed by fibroblasts, but also other mesenchymal cells 
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(e.g. SMCs) and even CD45 positive cells and macrophages [143‐146]. This highlights what 
the fibroblast field is currently suffering from: a lack of fibroblast specific markers. While 
the role of fibroblasts in atherogenesis is still quite obscure, there are also limited means to 
investigate this cell type in the plaque due to this absence of specific markers. Nevertheless, 
an  increasing  amount  of  studies  are  uncovering  possibly  fibroblast  specific  markers  in 
different tissues [147‐149], although there seem to be different fibroblast subsets in several 
organs and disease conditions. Zinc finger protein Gli1+ fibroblast‐like cells are reported to 
be recruited from the media into the atherosclerotic plaque [150], or to accumulate after 
trans‐differentiation  of  vascular  endothelial  cells  (EndMT)  (FAP1,  FSP1  and  vimentin 
positive  endothelial  cells)  [136].  Although  some  of  these  studies  used  the  traditional, 
ambiguous makers, recent single cell studies have now shown the presence of fibroblasts 
in mouse and human plaques by unbiased bioinformatics analysis of  cell  transcriptomes 
[140]. Function remains to be further defined, but likely involves ECM metabolism. 
 
It remains the question if, and how upregulated activity of hypoxia pathways could have 
influenced  fibroblast collagen homeostasis  in our PHD2cko mice  (chapter 6)  . Hypoxia  is 
known  to  affect  fibroblast  function  in  several  diseases/conditions.  Lung  fibroblast 
proliferation is  increased upon hypoxia (1% O2)  in a HIF2α dependent manner [151‐152]. 
More severe hypoxia (0.1‐0.5% O2), however, hampered human lung fibroblast proliferation 
[152].  In  keeping  with  the  former  study,  increased  proliferation,  migration  and 
differentiation of rat pulmonary arterial fibroblasts was found upon exposure to hypoxia 
(1% O2) via the PI3K/Akt/mTOR signaling pathway [153]. Also human skin fibroblasts show 
enhanced trans‐differentiation into myofibroblasts and increased HIF1α, collagen type I and 
III  protein  expression  in  reaction  to  hypoxia  (1%  O2),  via  the  TGF‐β/Smad3  pro‐fibrotic 
pathway [154].  
 
Clearly,  hypoxia  changes  fibroblast‐like  cell  behavior,  but  how  about  tweaking  the 
expression of oxygen sensors? Although it is evident that PHD deficiency is involved in tissue 
fibrosis (chapter 2, 6), not much is known about the direct consequence of PHD inhibition 
in fibroblast‐like cells, or how paracrine signaling of PHD deficient cells can change fibroblast 
behavior. Corroboration of our paracrine signaling model (chapter 6) was given by Wang 
and colleagues, showing increased pericyte coverage of small blood vessels in kidney and 
lung tissue of endothelial cell PHD2ko mice [155‐157]. In addition, pulmonary blood vessel 
adventitia was enriched with fibroblast‐like cells in endothelial cell PHD2ko mice [158]. In 
contrast,  cancer  associated  fibroblasts  (CAF),  responsible  for  ECM  remodeling  and 
metastasis promotion, showed reduced activity upon PHD2 inhibition by siRNA and DMOG 
treatment  [159].  Accordingly,  in  vivo  PHD2  haplodeficiency  also  led  to  reduced  CAF 
activation  [101].  Also  PHD1  and  PHD3  presumably  interfere  with  (fibroblast)  collagen 
homeostasis in general (chapter 2), although we could not identify such effect in myeloid 
and  whole  body  PHD1  and  PHD3  deficient  mice  in  the  setting  of  dyslipidemia  and 
atherosclerosis. Taken together, our understanding of the role of PHDs in mesenchymal cell 
physiology and collagen homeostasis is still at an early stage. In future research, our group 
will go one step further by analyzing single cell transcripts of plaque and adventitial tissue 
derived from myeloid PHD2 deficient, and control mice. This will hopefully provide more 
246 
8 | General discussion
14671_Demandt_BNW.indd   246 03-01-20   11:13
8 | General discussion 
 246 
The  increasing  understanding  of mesenchymal  cell  biology:  a 
role for PHDs? 
 
In chapter 6, we found a pronounced effect of myeloid PHD2 deficiency on plaque collagen 
content and did corresponding observations on collagen homeostasis of fibroblasts in vitro. 
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protective effects in atherosclerosis, by producing ECM components to reinforce the fibrous 
cap region, and hence prevent plaque rupture. However, we now know that SMCs have 
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trajectory of the latter.  
 
Although we could identify an increase in αSMA positive cells in PHD2cko mouse plaques in 
chapter 6, and recent literature suggests that secreted factors by BMDMs influence SMC 
function [141], we could not find any effect on SMCs in our study  in vitro (chapter 6). As 
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differentiation  into myofibroblasts  [142].  In atherosclerosis,  fibroblast‐like cells  can alter 
inflammation, ECM and collagen production and logically plaque structural integrity [143]. 
Of note, the effects observed in this study were assigned to fibroblast activating factor (FAP) 
positive cells, which is not only expressed by fibroblasts, but also other mesenchymal cells 
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(e.g. SMCs) and even CD45 positive cells and macrophages [143‐146]. This highlights what 
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and colleagues, showing increased pericyte coverage of small blood vessels in kidney and 
lung tissue of endothelial cell PHD2ko mice [155‐157]. In addition, pulmonary blood vessel 
adventitia was enriched with fibroblast‐like cells in endothelial cell PHD2ko mice [158]. In 
contrast,  cancer  associated  fibroblasts  (CAF),  responsible  for  ECM  remodeling  and 
metastasis promotion, showed reduced activity upon PHD2 inhibition by siRNA and DMOG 
treatment  [159].  Accordingly,  in  vivo  PHD2  haplodeficiency  also  led  to  reduced  CAF 
activation  [101].  Also  PHD1  and  PHD3  presumably  interfere  with  (fibroblast)  collagen 
homeostasis in general (chapter 2), although we could not identify such effect in myeloid 
and  whole  body  PHD1  and  PHD3  deficient  mice  in  the  setting  of  dyslipidemia  and 
atherosclerosis. Taken together, our understanding of the role of PHDs in mesenchymal cell 
physiology and collagen homeostasis is still at an early stage. In future research, our group 
will go one step further by analyzing single cell transcripts of plaque and adventitial tissue 
derived from myeloid PHD2 deficient, and control mice. This will hopefully provide more 
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insight  in  the  mechanisms  underlying  paracrine  signaling  between  myeloid  and 
mesenchymal  cells,  or  possibly  reveal  novel  PHD‐dependent  fibroblast  subtypes  with 
altered collagen metabolism.  
 
Regardless of the mechanism of PHD dependent fibrosis regulation, it is debatable whether 
increased collagen deposition,  like  in our PHD2cko mice  (chapter 6),  is desirable or not. 
Increased  intimal matrix  deposition may  promote  inward  remodeling,  hampering  blood 
flow which could induce distal ischemia, especially in the inward remodeling prone femoral 
arteries [160]. In addition, we know from biomechanical studies that cap‐thickness is the 
most  important  predictor  of  plaque  rupture  [161‐162].  The  role  of  collagen  in 
atherosclerotic plaque is considered protective, as it stabilizes the plaque by increasing cap 
thickness, hence preventing plaque rupture. However, increased collagen deposition may 
also increase vessel wall stiffness and rigidity [163], reducing vessel compliance and thus 
increase local pressure applied to the vessel wall, so‐called peak stress, upon systolic heart 
action. Indeed, intimal stiffness is considered an important factor for peak cap stress [164]. 
The increased shear stress can lead to more endothelial damage, reinforcing the chain of 
events  in  which  dysfunctional  endothelium  promotes  intimal  lipid  influx,  leukocyte 
recruitment, and inflammation of the vessel wall. In addition, at some point the increased 
peak  stress  can  exceed  a  threshold  plaque  strength,  leading  to  rupture.  It  would  be 
interesting to test whether PHD2 deficiency mediated fibrous cap thickening would really 
lead to a reduction of ruptures. Unfortunately, animal plaques only rarely rupture due to 
different composition and/or biomechanical environment  [162]. This means that reliable 
animal models to study plaque rupture, occurring in a comparable fashion as in humans, 
are currently lacking. 
 
In  conclusion, we  found  that  a  conditional  knockout of PHD2  in macrophages  increased 
plaque collagen content via enhanced fibroblast collagen deposition. At this point it is hard 
to identify what kind of fibroblast mediates this effect in vivo in the plaque, as the rapidly 
evolving  field  of  fibroblast  research  keeps  identifying  new  subtypes  of  this  cell  type. 
Moreover, we do not know whether the increment of plaque collagen is beneficial to plaque 
stability on the long term as reliable animal models to address this are not available yet. 
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PHD inhibitors: moving away from pan‐PHD inhibition 
 
PHD  inhibiting compounds are extensively studied  in the field of chronic kidney disease‐
induced anemia, in multiple clinical trials with different compounds. Non‐specific systemic 
prolyl hydroxylase inhibition can possibly lead to adverse side‐effects (chapter 2). Despite 
this, currently running clinical trials do still not take outcome measures focusing on these 
adverse  effects  into  account.  The  work  in  my  thesis  supplies  enough  evidence  for 
detrimental  effects  of  long‐term  pan‐PHD  inhibition,  such  as  increased  macrophage 
apoptosis (PHD2, 3), fibrosis (PHD2) and dyslipidemia (PHD3). Thus, we strongly advise a 
more tailored inhibition through specific targeting of the PHD isoforms. Currently, only pan‐
PHD inhibiting compounds exist, with selectivity rather than specificity for a certain isotype. 
Since PHD2 is considered the main oxygen sensor in the human body, research has been 
focusing mainly on selective inhibition of this isoform. Crystal structure of parts of the PHD2 
protein has been known for over a decade know [165‐166]. While the crystal structure of 
PHD1 was  recently described  [167],  PHD3  is  still  awaiting  to be uncovered.  It  is  known, 
however, from sequence comparison and modeling studies that the catalytically active C‐
terminus is highly conserved throughout all isoforms [166]. Hence it is postulated that the 
N‐terminus regulates substrate specificity. Despite not all protein structures of the three 
distinct isoforms are well described, the design of PHD1 [167] and PHD3 selective inhibitors 
has greatly advanced [168‐169]. Ultimately, to treat atherosclerosis through modulation of 
PHD activity, an optimal mix of PHD inhibiting properties would be desirable. For example, 
PHD1 inhibition at systemic level could reduce cholesterol levels, while PHD1 at local plaque 
level does not seem to impact atherogenesis. These features are both favorable for an ideal 
drug. Meanwhile, plaque macrophage PHD2 inhibition could stabilize the plaque as a result 
of enhanced collagen deposition. On the other hand, myeloid PHD2 inhibition, alike myeloid 
PHD3 inhibition, also stimulates apoptosis of macrophages. Targeted delivery of the PHD 
inhibiting compound is important, since systemic PHD2 inhibition may potentiate fibrosis in 
other organs. Following up on this in currently running and future clinical trials is, next to 
necessary, also extremely challenging. Although checking on circulating lipids and plaque 
development using cIMT, AAIx or even advanced vascular  imaging methods are  feasible, 
one would also want to check on diffuse organ fibrosis, which quickly involves cumbersome 
biopsies. There is a niche for drugs focusing on oxygen sensors to alleviate atherosclerosis, 
but it is clear that the there is still a long road towards full understanding in physiology and 
successful isoform specific inhibition of these proteins. 
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insight  in  the  mechanisms  underlying  paracrine  signaling  between  myeloid  and 
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Concluding remarks 
 
In this thesis, we set out to uncover the role of hypoxia and its most significant signaling 
proteins on the development of atherosclerosis. Where the atherosclerosis field used to be 
roughly  divided  into  two  sides,  stating  that  atherogenesis  is  either  a  lipid‐  or  an 
inflammation  driven  disease,  nowadays  there  is  consensus  that  these  processes  are 
nonredundant and both are major contributors to plaque development. Interestingly, there 
is currently an increasing interest for the role and functions of SMCs and mesenchymal cells 
in atherogenesis. On top of this, we showed that hypoxia and its upstream sensors are able 
to modulate several aspects of the disease process. We were able to restore oxygen levels 
of  murine  atherosclerotic  plaques,  which  reduced  necrotic  plaque  content,  providing 
evidence for the importance of hypoxia in this context. 
 
Although  encouraged  by  this  result,  we  are  aware  that,  from  a  clinical‐translational 
perspective,  plaque  oxygen  enhancing  therapy  in  humans  is  not  a  feasible  approach. 
However,  interfering  with  oxygen  pathways  by  future  pharmacological  inhibition  of 
essential oxygen sensors, of which PHD1 seems to be most promising, could be a viable 
option.  To  this  end, we  tested  deficiency of  the  three main  oxygen  sensors  in  separate 
mouse atherosclerosis models. We were intrigued by the heterogeneous effects of PHD1, 2 
and  3  on  plaque  development.  In  contrast  to  our  expectation  that  PHD  deletion would 
merely reduce intraplaque oxygen demand, we observed systemic effects on metabolism, 
as well as local plaque effects on fibrosis and macrophage death. In addition, initial findings 
on effects of CAIX deficiency on macrophage function, its presence in human plaques and 
correlation with detrimental plaque traits, point towards a need for more research into the 
involvement of oxygen sensors in atherosclerosis.  
 
During the last decades there have been major advances in the fight against CVD. However, 
there is still room for improvement, and therapy targeting the consequences of hypoxia for 
atherosclerotic  disease  could  provide  a  solution.  Pharmaceutical  industry  has  already 
picked up a plethora of compounds for application in other diseases. It is an encouraging 
thought that, with  increasing understanding of how PHDs and CAIX affect atherogenesis, 
compounds could be readily available for anti‐atherosclerotic treatment.
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Gene name
Ratio 
(PHD1ko/LDLrko : 
LDLrko)
T‐test Gene name
Ratio 
(PHD1ko/LDLrko : 
LDLrko)
T‐test
Tnfaip3 4.9 0.04 Trpv3 0.0 0.03
Lgals6 3.1 0.01 Mrps17 0.2 0.02
Pyurf 2.1 0.01 Isoc2b 0.3 0.00
Nucks1 2.0 0.01 Igk‐V19‐17 0.5 0.01
Manbal 1.9 0.01 Cyp2c55 0.5 0.01
Avpr1b 1.9 0.05 Cyp2s1 0.6 0.00
Igh‐3 1.8 0.00 Braf 0.6 0.02
Pcp4l1 1.6 0.02 Cyp2b10 0.6 0.01
Acta2 1.6 0.01 Pdk4 0.6 0.04
Ptms 1.5 0.02 Apcs 0.6 0.02
Madd 1.5 0.02 Srp9 0.6 0.00
Tuba8 1.5 0.03 Ctif 0.6 0.03
Agap2 1.5 0.04 Cyp2b19 0.6 0.01
Ptma 1.5 0.02 Cyp3a11 0.6 0.00
Hspb8 1.4 0.01 Tmem201 0.7 0.05
Cand2 1.4 0.02 Cyp2c29 0.7 0.03
Cfap97 1.4 0.02 Skil 0.7 0.02
Fam134a 1.4 0.00 Gstm3 0.7 0.03
Basp1 1.4 0.02 Hsd11b1 0.7 0.02
D2Wsu81e 1.4 0.02 Tmem246 0.7 0.02
Krt1 1.4 0.04 Ctsl 0.7 0.05
Rbm3 1.4 0.01 Gstk1 0.7 0.00
Grb14 1.4 0.01 Pqlc3 0.7 0.01
Ciapin1 1.4 0.02 Orm1 0.7 0.00
Nipa1 1.4 0.05 Depdc7 0.7 0.02
Synm 1.3 0.01 Lrrc8b 0.7 0.02
Bves 1.3 0.01 Cyp3a25 0.7 0.02
Hspb6 1.3 0.02 Topors 0.7 0.05
Stard3nl 1.3 0.01 Acot4 0.7 0.01
Hmgn5 1.3 0.00 Apba3 0.7 0.05
Myl6 1.3 0.01 Cyp2e1 0.7 0.00
Rad9a 1.3 0.04 Yy1 0.7 0.01
Rplp1 1.3 0.05 Fer 0.7 0.05
Myo3b 1.3 0.04 Gpam 0.7 0.02
Csrp1 1.3 0.03 Acaa1b 0.8 0.01
Ppif 1.3 0.01 Tm6sf2 0.8 0.05
Amer1 1.3 0.03 Serpina10 0.8 0.00
Ngdn 1.3 0.01 Slc25a46 0.8 0.00
Clrn3 1.3 0.04 Agpat1 0.8 0.04
Mrpl30 1.3 0.05 Ulk3 0.8 0.04
Sparcl1 1.3 0.04 Hdac6 0.8 0.00
Selk 1.3 0.05 Gpi 0.8 0.00
Ctnnal1 1.3 0.01 Patl1 0.8 0.04
Znf740 1.3 0.01 Retsat 0.8 0.05
Ralbp1 1.3 0.01 Fgb 0.8 0.02
Rps15 1.3 0.00 Ankmy2 0.8 0.00
Plin4 1.3 0.02 Usp46 0.8 0.01
Uri1 1.3 0.04 Spag5 0.8 0.03
Rcor3 1.3 0.03 Abcc2 0.8 0.04
Papln 1.3 0.02 Rab4a 0.8 0.00
Table 1. Top 50 differentially up‐ and downregulated genes in intestine of PHD1ko/LDLrko mice. 
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Alternate ID
Ratio 
(PHD1ko/LDLrko : 
LDLrko)
T‐test Alternate ID
Ratio 
(PHD1ko/LDLrko : 
LDLrko)
T‐test
Cyp2a4 3.2 0.00 Mup17 0.4 0.02
Igh‐3 1.9 0.00 Saa1 0.4 0.01
Cyp17a1 1.7 0.00 Cyp3a11 0.4 0.01
Churc1 1.6 0.04 Slc16a10 0.5 0.03
Pfkp 1.5 0.02 Isoc2b 0.6 0.01
Abcd2 1.5 0.05 Cyp2c55 0.6 0.05
Pafah1b3 1.5 0.00 Hck 0.6 0.04
Cyp4a10 1.5 0.03 Mtco1 0.6 0.05
Mme 1.5 0.02 Tmem167a 0.7 0.02
Akr1b8 1.4 0.00 Isyna1 0.7 0.03
Habp2 1.4 0.03 Hs6st1 0.7 0.05
Uox 1.4 0.00 Fabp5 0.7 0.03
Hsd3b5 1.3 0.00 Adipor2 0.7 0.02
Fabp1 1.3 0.01 Cyp2a5 0.7 0.01
Hmgcr 1.3 0.05 Kif13a 0.7 0.01
Enpp1 1.3 0.02 Fads6 0.7 0.01
Prdx4 1.3 0.00 Fgl1 0.7 0.03
S100a11 1.3 0.04 Cyp3a25 0.7 0.01
Trappc6a 1.3 0.02 Usp40 0.7 0.02
Alg13 1.3 0.01 Ddah1 0.7 0.02
Apoc2 1.3 0.04 Rpl7l1 0.7 0.05
Aoc3 1.3 0.01 Rab8a 0.7 0.04
Cyp2c40 1.3 0.03 Slc22a7 0.7 0.01
Psph 1.3 0.02 Dap 0.7 0.01
Sult1c2 1.3 0.03 Aldh1b1 0.7 0.00
Srebf1 1.3 0.03 Cyp3a13 0.8 0.02
Abca8b 1.2 0.01 Plpp6 0.8 0.04
Ugp2 1.2 0.00 H2afx 0.8 0.02
Epb41l4b 1.2 0.01 Kdelc1 0.8 0.00
Fabp2 1.2 0.05 Mvp 0.8 0.02
Lsm6 1.2 0.01 Rce1 0.8 0.02
Lamtor1 1.2 0.01 Lgals1 0.8 0.00
Agxt 1.2 0.01 Pigk 0.8 0.05
Fam98b 1.2 0.01 Tlk2 0.8 0.01
Nqo1 1.2 0.01 Prodh2 0.8 0.01
Isca1 1.2 0.04 Reps2 0.8 0.02
Tdp2 1.2 0.01 Cetn2 0.8 0.01
Aldoc 1.2 0.03 Hrg 0.8 0.00
Sult1b1 1.2 0.01 Slc25a45 0.8 0.02
Acaa1b 1.2 0.03 Hspb1 0.8 0.02
Slco1a1 1.2 0.04 Rnase4 0.8 0.03
Gtf2e1 1.2 0.04 Tmem120a 0.8 0.00
Abcc10 1.2 0.04 Krtcap2 0.8 0.04
Nhp2 1.2 0.05 Gpi 0.8 0.00
Tollip 1.2 0.03 Gmds 0.8 0.02
Fbxo7 1.2 0.01 Cryl1 0.8 0.02
Pcna 1.2 0.03 Hpx 0.8 0.02
Ugt2a2 1.2 0.02 Polr1b 0.8 0.04
Ehhadh 1.2 0.01 Ugt1a9 0.8 0.03
Tf 1.2 0.05 Uap1l1 0.8 0.03
Table 2. Top 50 differentially up‐ and downregulated genes in liver of PHD1ko/LDLrko mice. 
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SUMMARY 
 
Cardiovascular  disease  is  still  one  of  the  leading  causes  of  death  worldwide. 
Atherosclerosis is a major cause of clinical events, such as myocardial infarction and cerebral 
stroke. Over the last decades, we have learned that atherosclerosis is not merely a passive 
build‐up of  lipids  in  the  vascular wall,  but  rather  also a  chronic  inflammatory disease  in 
which multiple cell types play their part. Former work conducted by our group showed that 
atherosclerotic plaques in humans display hypoxia. In this thesis, we set out to study the 
causal  effects  of  hypoxia,  and  hypoxia  related  proteins  on  the  development  of 
atherosclerosis.  
 
In chapter 2 we performed a  literature  search  to  study  the effects of  the major oxygen 
sensors,  prolyl  hydroxylase  proteins  (PHD1,  2  and  3),  on  hallmark  processes  of 
atherosclerosis. This taught us that different PHD isoforms exert cell type specific effects on 
immune cell function, collagen homeostasis and cholesterol and glucose metabolism. 
 
Instead  of  zooming  in  on  specific  hypoxia‐related  proteins,  we  employed  a  broader 
approach in chapter 3 and tried to restore oxygen levels in atherosclerotic plaques of mice. 
We did so by treating these animals with either carbogen gas (95% oxygen) or ambient air 
(21% oxygen). Atherosclerotic lesions of mice treated with carbogen gas indeed showed less 
hypoxia  compared  to  their  ambient  air  treated  counterparts.  Moreover,  plaques  of 
carbogen‐treated  mice  displayed  less  necrotic  content.  This  was  likely  the  result  of 
improved macrophage function inside the plaque, where macrophages of carbogen‐treated 
mice were better able to remove dead cells.  
 
In chapter 4 we decided to tweak hypoxic signaling,  instead of reoxygenating the whole 
mouse  systemically. We hypothesized  that whole‐body knockout of PHD1 would  reduce 
oxygen consumption inside the plaque, and hence alleviate plaque hypoxia. Indeed, plaque 
hypoxia was reduced, as well as plaque size and necrotic core content. Surprisingly, also 
circulating  lipids were significantly  lowered in these mice. The underlying mechanism for 
this  turned  out  to  be  trans‐intestinal  cholesterol  excretion  (TICE),  a  newly  identified 
cholesterol transport pathway directly from intestinal blood to feces.  
 
In contrast  to  the profound  findings  in PHD1 deficient mice, whole body PHD3 deficient 
mice did not show such a pronounced phenotype in chapter 5. PHD3 deficient mice even 
showed a slight increase in circulating lipids, but unchanged plaque characteristics, which 
underlines the isoform‐specific effects of the PHD protein family. We can thus conclude that 
PHD1, but not PHD3,  inhibition may be a fruitful therapeutic avenue to  lower circulating 
cholesterol levels in for example statin‐resistant patients. 
 
All  PHD  isoforms  are  expressed  in  macrophage‐rich  regions  in  human  plaque.  Since 
macrophages  comprise  the  largest  cellular  compartment  of  a  plaque  and  show  severe 
hypoxia, in chapter 6 we assessed whether deficiency of PHD1, 2 or 3, specifically in bone 
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marrow cells, would influence plaque development. Although myeloid knockout of PHD1 
did not affect plaque development, myeloid knockout of PHD2 led to enhanced plaque size 
and more plaque fibrosis, while myeloid PHD3 knockout led to larger plaque size and more 
necrotic plaque content. In vitro experiments obviated that PHD2 and PHD3 deficiency in 
macrophages renders them more susceptible to apoptosis. Moreover, PHD2 deficiency in 
macrophages  triggers enhanced collagen  secretion by  fibroblasts. Again,  this  shows  that 
PHDs exert cell‐ and isoform‐specific effects. It also provides food for thought whether the 
currently  tested pan‐PHD  inhibitors are viable,  long‐term  treatment options  for patients 
with comprised vascular function, like chronic kidney disease patients. 
 
In chapter 7 we examined whether the highly hypoxia‐specific protein, carbonic anhydrase 
IX (CAIX), could be involved in atherogenic macrophage functions, and whether we could 
exploit expression of CAIX as a biomarker for cardiovascular disease and events. First of all, 
CAIX was expressed in human plaque macrophages, and hypoxic areas. CAIX deficiency led 
to  a  reduction  in  macrophage  spare  respiratory  capacity,  without  affecting  other 
macrophage functions. However, the extracellular, circulating part of CAIX did not show any 
association with CVD or CVE in subjects of the CODAM cohort. At this point, involvement of 
CAIX  in  atherogenesis  seems  limited,  although  more  research  is  needed  to  establish 
whether CAIX plays an active role in atherogenesis. 
 
The  findings  in  this  thesis  were  put  in  a  broader  perspective  in  chapter  8,  where  we 
discussed whether hypoxia is a major or minor player in atherosclerosis. We also evaluated 
if hypoxia, and maybe CAIX as an approximation of plaque hypoxia, could be predictors of 
cardiovascular disease. More broadly, we debated the role of other carbonic anhydrases on 
atherosclerosis, and if CAIX might be a viable treatment option. Lastly, we discussed how, 
unexpectedly, the PHD oxygen sensors were able to alter lipid and collagen homeostasis. 
We concluded that given the wide variety of PHD‐mediated effects, research involving PHDs 
should adopt a more holistic approach and report on several key outcome measures such 
as lipid and collagen handling, and immune cell behavior, in order to help the field move 
forward. 
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Hart‐  en  vaatziekten  zijn  wereldwijd  nog  steeds  een  van  de  meest  voorkomende 
doodsoorzaken. Vaak ligt aderverkalking (atherosclerose, ontstaan van atherosclerotische 
plaques)  hier  ten  grondslag  aan  en  veroorzaakt  bijvoorbeeld  hart‐  of  herseninfarcten. 
Gedurende de laatste decennia hebben we geleerd dat aderverkalking niet slechts ontstaat 
door  een  passieve  opstapeling  van  vetten  in  de  vaatwand,  maar  ook  een  chronische 
ontstekingsziekte is waarin verscheidene celtypen een rol spelen. Eerder onderzoek door 
onze groep heeft aangetoond dat cellen  in atherosclerotische plaques bij mensen  leiden 
aan een zuurstoftekort (hypoxie). In dit proefschrift hebben we het effect van hypoxie op 
de  ontwikkeling  van  de  plaque  bestudeerd.  Tevens  hebben  we  onderzocht  welke  rol 
zuurstofsensoren spelen bij plaque‐ontwikkeling. 
 
In  hoofdstuk  2  hebben  we  een  literatuuronderzoek  uitgevoerd  om  de  invloed  van  de 
belangrijkste zuurstofsensoren, prolyl hydroxylases (PHD1, 2 en 3), op cruciale processen in 
atherosclerose  in  kaart  te  brengen.  Hieruit  bleek  dat  de  verschillende  PHD  varianten 
processen  als  immuuncelfunctie,  collageen‐  en  cholesterol‐  en  glucosemetabolisme 
verschillend beïnvloeden afhankelijk van het celtype. 
 
In  plaats  van  naar  specifieke,  hypoxie‐gerelateerde  eiwitten  te  kijken,  hebben  we  in 
hoofdstuk 3 een bredere aanpak gehanteerd en geprobeerd om het zuurstoftekort in de 
atherosclerotische  plaque  te  herstellen.  Dit  deden  we  door  de  muizen  herhaaldelijk  te 
behandelen  met  carbogeen  gas  (95%  zuurstof)  of  omgevingslucht  (21%  zuurstof). 
Atherosclerotische plaques van muizen, die behandeld werden met carbogeen gas, bleken 
minder  hypoxisch  te  zijn  dan  plaques  van  de  met  omgevingslucht‐behandelde  muizen. 
Bovendien  bevatten  deze  plaques  minder  dood  (necrotisch)  celmateriaal.  Dit  kwam 
waarschijnlijk  doordat  de  macrofaagfunctie  in  de  plaques  van  carbogeen‐behandelde 
muizen  verbeterd was, en deze macrofagen  zo beter de  resten  van dode  cellen  konden 
opruimen. 
 
In hoofdstuk 4 werd specifiek de hypoxische signalering verstoord,  in plaats van de hele 
muis  te  reoxygeneren.  We  voorspelden  dat  een  totale  deletie  van  PHD1  tot  minder 
zuurstofconsumptie zou leiden in de plaque, en dus ook minder hypoxie. Plaque hypoxie 
was inderdaad, net als grootte van de plaque en het necrotisch gebied, verlaagd in PHD1‐
deficiënte muizen. Verrassend genoeg bleken ook circulerende  lipiden verlaagd te zijn  in 
het bloed van deze muizen. Het verantwoordelijke mechanisme voor dit laatste fenomeen, 
was  trans‐intestinale  cholesterolexcretie  (TICE),  waarbij  cholesterol  direct  vanuit  het 
intestinale bloed aan de darmholte wordt afgegeven en zo via de ontlasting het  lichaam 
verlaat.  
 
In tegenstelling tot onze overtuigende bevindingen in PHD1‐deficiënte muizen, lieten PHD3‐
deficiënte  muizen  een  veel  minder  uitgesproken  fenotype  zien  in  hoofdstuk  5.  PHD3‐
deficiënte muizen bleken zelfs een  lichte verhoging van de hoeveelheid plasmalipiden te 
268 
Addendum | Summary
14671_Demandt_BNW.indd   268 03-01-20   11:13
Addendum | Summary 
 268 
marrow cells, would influence plaque development. Although myeloid knockout of PHD1 
did not affect plaque development, myeloid knockout of PHD2 led to enhanced plaque size 
and more plaque fibrosis, while myeloid PHD3 knockout led to larger plaque size and more 
necrotic plaque content. In vitro experiments obviated that PHD2 and PHD3 deficiency in 
macrophages renders them more susceptible to apoptosis. Moreover, PHD2 deficiency in 
macrophages  triggers enhanced collagen  secretion by  fibroblasts. Again,  this  shows  that 
PHDs exert cell‐ and isoform‐specific effects. It also provides food for thought whether the 
currently  tested pan‐PHD  inhibitors are viable,  long‐term  treatment options  for patients 
with comprised vascular function, like chronic kidney disease patients. 
 
In chapter 7 we examined whether the highly hypoxia‐specific protein, carbonic anhydrase 
IX (CAIX), could be involved in atherogenic macrophage functions, and whether we could 
exploit expression of CAIX as a biomarker for cardiovascular disease and events. First of all, 
CAIX was expressed in human plaque macrophages, and hypoxic areas. CAIX deficiency led 
to  a  reduction  in  macrophage  spare  respiratory  capacity,  without  affecting  other 
macrophage functions. However, the extracellular, circulating part of CAIX did not show any 
association with CVD or CVE in subjects of the CODAM cohort. At this point, involvement of 
CAIX  in  atherogenesis  seems  limited,  although  more  research  is  needed  to  establish 
whether CAIX plays an active role in atherogenesis. 
 
The  findings  in  this  thesis  were  put  in  a  broader  perspective  in  chapter  8,  where  we 
discussed whether hypoxia is a major or minor player in atherosclerosis. We also evaluated 
if hypoxia, and maybe CAIX as an approximation of plaque hypoxia, could be predictors of 
cardiovascular disease. More broadly, we debated the role of other carbonic anhydrases on 
atherosclerosis, and if CAIX might be a viable treatment option. Lastly, we discussed how, 
unexpectedly, the PHD oxygen sensors were able to alter lipid and collagen homeostasis. 
We concluded that given the wide variety of PHD‐mediated effects, research involving PHDs 
should adopt a more holistic approach and report on several key outcome measures such 
as lipid and collagen handling, and immune cell behavior, in order to help the field move 
forward. 
 
    Samenvatting | Addendum 
  269 
SAMENVATTING 
 
Hart‐  en  vaatziekten  zijn  wereldwijd  nog  steeds  een  van  de  meest  voorkomende 
doodsoorzaken. Vaak ligt aderverkalking (atherosclerose, ontstaan van atherosclerotische 
plaques)  hier  ten  grondslag  aan  en  veroorzaakt  bijvoorbeeld  hart‐  of  herseninfarcten. 
Gedurende de laatste decennia hebben we geleerd dat aderverkalking niet slechts ontstaat 
door  een  passieve  opstapeling  van  vetten  in  de  vaatwand,  maar  ook  een  chronische 
ontstekingsziekte is waarin verscheidene celtypen een rol spelen. Eerder onderzoek door 
onze groep heeft aangetoond dat cellen  in atherosclerotische plaques bij mensen  leiden 
aan een zuurstoftekort (hypoxie). In dit proefschrift hebben we het effect van hypoxie op 
de  ontwikkeling  van  de  plaque  bestudeerd.  Tevens  hebben  we  onderzocht  welke  rol 
zuurstofsensoren spelen bij plaque‐ontwikkeling. 
 
In  hoofdstuk  2  hebben  we  een  literatuuronderzoek  uitgevoerd  om  de  invloed  van  de 
belangrijkste zuurstofsensoren, prolyl hydroxylases (PHD1, 2 en 3), op cruciale processen in 
atherosclerose  in  kaart  te  brengen.  Hieruit  bleek  dat  de  verschillende  PHD  varianten 
processen  als  immuuncelfunctie,  collageen‐  en  cholesterol‐  en  glucosemetabolisme 
verschillend beïnvloeden afhankelijk van het celtype. 
 
In  plaats  van  naar  specifieke,  hypoxie‐gerelateerde  eiwitten  te  kijken,  hebben  we  in 
hoofdstuk 3 een bredere aanpak gehanteerd en geprobeerd om het zuurstoftekort in de 
atherosclerotische  plaque  te  herstellen.  Dit  deden  we  door  de  muizen  herhaaldelijk  te 
behandelen  met  carbogeen  gas  (95%  zuurstof)  of  omgevingslucht  (21%  zuurstof). 
Atherosclerotische plaques van muizen, die behandeld werden met carbogeen gas, bleken 
minder  hypoxisch  te  zijn  dan  plaques  van  de  met  omgevingslucht‐behandelde  muizen. 
Bovendien  bevatten  deze  plaques  minder  dood  (necrotisch)  celmateriaal.  Dit  kwam 
waarschijnlijk  doordat  de  macrofaagfunctie  in  de  plaques  van  carbogeen‐behandelde 
muizen  verbeterd was, en deze macrofagen  zo beter de  resten  van dode  cellen  konden 
opruimen. 
 
In hoofdstuk 4 werd specifiek de hypoxische signalering verstoord,  in plaats  van de hele 
muis  te  reoxygeneren.  We  voorspelden  dat  een  totale  deletie  van  PHD1  tot  minder 
zuurstofconsumptie zou leiden in de plaque, en dus ook minder hypoxie. Plaque hypoxie 
was inderdaad, net als grootte van de plaque en het necrotisch gebied, verlaagd in PHD1‐
deficiënte muizen. Verrassend genoeg bleken ook circulerende  lipiden verlaagd te zijn  in 
het bloed van deze muizen. Het verantwoordelijke mechanisme voor dit laatste fenomeen, 
was  trans‐intestinale  cholesterolexcretie  (TICE),  waarbij  cholesterol  direct  vanuit  het 
intestinale bloed aan de darmholte wordt afgegeven en zo via de ontlasting het  lichaam 
verlaat.  
 
In tegenstelling tot onze overtuigende bevindingen in PHD1‐deficiënte muizen, lieten PHD3‐
deficiënte  muizen  een  veel  minder  uitgesproken  fenotype  zien  in  hoofdstuk  5.  PHD3‐
deficiënte muizen bleken zelfs een  lichte verhoging van de hoeveelheid plasmalipiden te 
269 
Samenvatting | Addendum 
A
14671_Demandt_BNW.indd   269 03-01-20   11:13
Addendum | Samenvatting 
 270 
hebben,  hoewel  plaque‐ontwikkeling  onveranderd  was.  Dit  resultaat  toont  aan  dat 
verschillende PHD eiwitten ook uiteenlopende  functies  vervullen. Bovendien  suggereren 
onze  bevindingen  dat  PHD1‐,  maar  niet  PHD3‐,  remmende  therapie  eventueel  een 
alternatief zou kunnen zijn voor de behandeling van statine‐resistente patiënten. 
 
Alle PHD varianten komen  tot expressie  in macrofaagrijke gebieden  in humane plaques. 
Aangezien macrofagen de meest voorkomende cellen zijn in de plaque, én deze cellen zich 
in  een  zuurstofarme omgeving  bevinden,  hebben we  in hoofdstuk 6  onderzocht  of  een 
gebrek aan/uitschakeling van PHD1, 2 of 3 in beenmergcellen de plaque‐ontwikkeling kan 
beïnvloeden. Een beenmergcel‐specifieke deficiëntie van PHD1 had geen effect op plaque‐
ontwikkeling.  Daarentegen  leidde  afwezigheid  van  PHD2  tot  grotere  plaques,  die  meer 
collageen  bevatten,  en  afwezigheid  van  PHD3  tot  grotere  plaques met meer  necrotisch 
materiaal.  Celkweekexperimenten wezen uit  dat PHD2‐ en PHD3‐deficiëntie macrofagen 
vatbaarder maakt voor celdood. Bovendien zorgde PHD2‐deficiëntie in macrofagen ervoor 
dat  fibroblasten  meer  collageen  gaan  produceren  en  er  zich  zo  waarschijnlijk  meer 
collageen  opstapelt  in  deze  plaques.  Deze  studie  laat  eens  te  meer  zien  dat  de  PHD 
varianten  uiteenlopende  effecten  hebben  die  daarbij  ook  nog  eens  afhangen  van  het 
betroffen celtype. Dit zet tevens tot denken aan of de huidige geteste pan‐PHD remmers 
wel  echt  veilig  zijn  voor  langetermijngebruik.  Zeker  voor  de  beoogde  doelpopulatie, 
patiënten  die  lijden  aan  chronisch  nierfalen‐geïnduceerde  anemie,  een  doorgaans 
kwetsbare patiëntengroep.  
 
In  hoofdstuk  7  hebben  we  getest  of  carbonanhydrase  IX  (CAIX),  dat  buiten  het 
verteringstelsel  normaal  gesproken  alleen  in  hypoxische  omstandigheden  geproduceerd 
wordt, betrokken zou kunnen zijn bij plaquevormende macrofaagfuncties en of we CAIX 
spiegels in bloed of plaque als biomarker zouden kunnen gebruiken om hart‐ en vaatziekten 
op te sporen of te voorspellen. Ten eerste stelden we vast dat CAIX inderdaad aangemaakt 
wordt  in  macrofaagrijke  en  zuurstofarme  gebieden  in  humane  plaques.  In 
celkweekexperimenten  ondervonden  we  dat  CAIX  deficiëntie  de  reservecapaciteit  om 
energie aan te maken van macrofagen verminderde, zonder dat andere macrofaagfuncties 
waren aangetast. Tevens was er geen associatie tussen het extracellulaire, afgeknipte deel 
van CAIX in het bloed en hart‐ en vaatziekten in het CODAM cohort. Op dit moment lijkt de 
rol van CAIX  in atherosclerose dus beperkt, alhoewel er meer onderzoek nodig  is om dit 
daadwerkelijk vast te stellen. 
 
De bevindingen in dit proefschrift zijn in een breder perspectief geplaatst in hoofdstuk 8, 
waar  werd  besproken  of  hypoxie  een  grote,  of  minder  belangrijke  rol  speelt  in 
atherosclerose. Hier werd ook bediscussieerd of hypoxie en wellicht CAIX, als benadering 
van  de  ernst  van  hypoxie  in  de  plaque,  een  voorspeller  zou  kunnen  zijn  van  hart‐  en 
vaatziekten.  Om  het  geheel  nog  breder  te  trekken werd  de mogelijke  invloed  van  elke 
mogelijke carbonanhydrase op de ontwikkeling van aderverkalking hier ook besproken, en 
of  specifiek  CAIX  een mogelijk  behandeltarget  zou  kunnen  zijn  in  de  toekomst.  Tot  slot 
bespraken we hoe de deficiëntie van PHD zuurstofsensoren onverwacht leidde tot effecten 
op  cholesterol‐  en  collageenhuishouding. Uiteindelijk  concludeerden we  dat,  gezien  het 
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brede scala aan effecten dat door PHD remming of deficiëntie teweeg kan worden gebracht, 
het huidige onderzoek een meer holistische insteek verdient. Door rapportage van effecten 
op  cholesterol‐,  collageenhuishouding  en  immuuncelgedrag  in  PHD‐gerelateerde 
onderzoeken zou het veld veel sneller vooruit geholpen kunnen worden.  
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INTRODUCTION 
 
Valorization  can  be  explained  in  two  ways:  (i)  creating  societal  impact  by  providing 
knowledge to a greater audience and (ii) extracting economical value from your research 
results  [1].  The  first  one  is  often more  easily  achieved  in  basic  research,  since  research 
results will be published in a, preferably open‐source, scientific journal. Publishing research 
results prevents that research addressing the same questions will be repeated needlessly 
multiple  times.  Public  availability  of  research  results  and  access  to  expression  datasets 
through data repositories may also provide missing pieces of the puzzle of someone else’s 
work. In addition, lectures to for instance clinicians or lay audience can increase awareness 
of specific research themes. The second meaning of valorization, creating economical value 
from  your  research  results,  is  usually  more  difficult.  For  example,  for  development  of  
pharmacological  compounds  only  one  out  of  10.000  compounds  will  become  an  FDA 
approved registered product after 15 years of development  [1]. This chapter will  shortly 
discuss why we still need improved tools, and drugs to find and treat CVD. More specifically, 
we will discuss whether PHD inhibitors could be viable cholesterol reducers (chapter 2, 5) 
and if hypoxia or its effector CAIX (chapter 3, 7) may be a valuable addition for diagnosis 
and treatment of atherosclerosis. 
 
THE SOCIO‐ECONOMIC BURDEN OF CADIOVASCULAR DISEASE 
 
Cardiovascular disease (CVD) is responsible for more than half of all of deaths in Europe [2]. 
Moreover,  almost  20%  of  disability‐adjusted  life  years  in  the  European  Union  are 
attributable to CVD [3]. Also in developing countries, CVD is an increasing cause of death, 
and it is expected that these numbers will keep rising [4]. Next to this, CVD make up for a 
big amount of annual healthcare costs. It is estimated that CVD costs the European Union 
€210 billion per year, as a result of healthcare expenses and productivity loss [3]. Although 
we have made great progress in the combat against CVD during the last decades, there is 
still a war to win, as indicated by abovementioned numbers.  
 
While  dietary  changes,  cessation  of  smoking  and  increasing  physical  activity  are  very 
effective measures to reduce CVD incidence/prevalence, these are hard to enforce. To most 
patients, taking a daily pill seems a lot easier, and more attractive than changing their life‐
style.  Nowadays,  there  are  ample  possibilities  to  reduce  CVD  risk  enhancing  factors  via 
medication. Blood pressure, blood coagulability and circulating  cholesterol  levels  can be 
reasonably well controlled via currently available therapies.  
 
PHD INHIBITORS AS NEW ANTI‐HYPERLIPIDEMIC DRUG 
 
Of the lipid lowering medications, the most used, well known and successful drug class are 
the statins [5]. These drugs may, however, lead to undesirable side‐effects such as muscle 
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pain  and  diabetes  type  2  [6‐8].  In  addition,  in  about  50%  of  all  patients,  the  desired 
cholesterol  target  values  are  not  achieved  within  the  first  2  years  after  initiation  of 
treatment  [9]. Over  the years, a plethora of other  lipid  lowering medications have been 
developed  and  tested  such  as  fibric  acid  derivatives  (fibrates)  [10‐11],  cholesteryl  ester 
transfer protein (CETP) inhibitors [12], lecithin: cholesterol acyltransferase (LCAT) function 
enhancing  compounds  [13]  and  lipoprotein  (a)  (Lp(a))  inhibitors  [14‐15].  Unfortunately, 
none of  these  compounds have  led  to  the desired  impact on  lipid  lowering, or CVD risk 
reduction. Inhibition of proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) mediated LDL 
receptor  internalization  was  proven  to  be  a  more  successful  approach  in  lowering  LDL 
cholesterol  levels,  and  preventing  cardiovascular  events  (CVE)  [16].  However,  these 
monoclonal antibodies are still very expensive, and not cost‐effective when used to treat 
dyslipidemia  in  the  general  population  [17].  Hence,  this  leaves  a  niche  to  explore  new 
avenues for lowering circulating non‐HDL cholesterol. 
 
To this end, the oxygen sensors PHD1 and PHD2 may be suitable targets. As obviated  in 
chapter 4, PHD1 deficiency is able to reduce circulating cholesterol levels in mice, simply by 
enhancing cholesterol excretion directly via the faeces. The responsible mechanism is trans 
intestinal cholesterol excretion (TICE), and has been shown to occur in humans as well [18]. 
Indeed, clinical  trials with pan‐PHD  inhibitors have already shown the potential of  these 
compounds  to  reduce  circulating  cholesterol  levels  in  humans  [19‐22].  The  proof‐of‐
principle  has  thus been  revealed by  these  clinical  trials. Of  note,  in  this  thesis we  show 
(chapter 2,  4,  5,  6)  that PHD deficiency  can, unfortunately,  also  lead  to unwanted  side‐
effects like enhanced macrophage apoptosis or increased fibrosis.  
 
Importantly, not only patients at risk for CVD might benefit from further development of 
these  medications.  PHD  inhibitors  were  originally  developed  to  combat  chronic  kidney 
disease  induced anemia. As  indicated  in chapter 2,  experimental  inhibition of  especially 
PHD2 leads to pro‐fibrotic effects. It is well conceivable that further stimulation of fibrosis 
in these patients can possibly aggravate their already pro‐fibrotic state. Of note, it has been 
shown that HIF promotes kidney fibrosis in experimental models of chronic kidney disease 
[23]. Furthermore, there are indeed studies reporting on a reduction in kidney function or 
eGFR,  in  subjects  using  a  PHD  inhibitor,  possibly  suggesting  PHD  inhibitor  induced 
hampered  kidney  function  as  could  be  expected  upon  kidney  fibrosis  [24‐25].  For  this 
reason we advocate a more tailored PHD inhibiting compound, with emphasis on both cell‐ 
and PHD isoform specific interference with PHD activity. In addition, it would be interesting 
to assess outcome measures other than circulating lipid and hemoglobin levels, which are 
the main outcome measures in most clinical trials featuring pan‐PHD inhibitors. Consistent 
reporting on, for example, circulating cholesterol, triglycerides and glucose levels as well as 
circulating immune cell subsets in any PHD related study, meaning also in animal models in 
which these variables would not seem relevant at first sight, could provide a huge benefit 
to the field. 
 
Until  now,  following  the  results  from  this  thesis  (chapter  4,  5,  6)  it  seems  that  PHD1 
inhibition  is  the  safest  and most  desirable way  to  go.  The  cholesterol  reducing  effect  is 
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convincing, and also the complimentary anti‐inflammatory, and glucose lowering effect can 
work anti‐atherogenic.  There  is  interest  from  the pharmaceutical  industry,  as our  group 
formerly  received a grant‐4‐targets grant  from Bayer  (10.000€, Co‐PI)  to  further explore 
cholesterol  lowering properties of PHD1. We have formerly tried to elucidate the crystal 
structure of the PHD1 protein, which halted prematurely as we were not able to produce 
sufficient amounts of purified PHD1 protein for nuclear magnetic resonance imaging or X‐
ray analysis. We also  tested de novo  in  silico modelling of  the PHD1 structure based on 
known PHD2 structures. However, this method is deemed relatively unreliable compared 
to  structure based modelling. Others have  recently  advanced with  the determination of 
PHD1 3D structure [26].  
 
Meanwhile, Fibrogen achieved to produce a  relatively PHD1 selective  (40‐fold selectivity 
over PHD2) inhibitor [27]. Usually, in order to achieve a new therapeutic, the following steps 
are required: 1) design of compound for target, 2)  in vitro and small animal efficacy and 
toxicity studies, 3) large animal efficacy and toxicity studies, 4) human phase 1‐2‐3 studies, 
5)  long‐term,  high  powered  human  randomized  control  study.  Since  PHD  inhibiting 
compounds have already proven to lower circulating cholesterol in humans, and Fibrogen 
already completed step 1,  it would be  interesting  if a  future collaboration with Fibrogen 
would allow us to carry out step 2 to see whether this compound indeed lowers circulating 
lipid  levels and plaque formation  in mice, similar  to PHD1 whole body knockout mice.  If 
Fibrogen’s compound turns out to be effective in mice, studies in large animals will follow 
and if successful, eventually clinical trials in humans. In practice this would mean that step 
3, 4 and 5 are still required, taking approximately 10 – 15 years, for PHD1 selective inhibitors 
to reach the market.  
 
PLAQUE  HYPOXIA:  POTENTIAL  AS  DIAGNOSTIC  TOOL  AND 
TREATMENT TARGET 
 
Plaque hypoxia  is  present  in  human atherosclerotic  plaques  [28]  and  aggravates  plaque 
development  (chapter  3).  It  is  possible  to measure plaque hypoxia  in  vivo with  imaging 
techniques using  radioactively  labeled, hypoxia homing compounds  in  combination with 
PET/MR or PET/CT scanning [29‐30]. Excitingly, human symptomatic carotid plaque showed 
enhanced FMISO uptake compared to the asymptomatic contralateral carotid [31] proving 
the possibilities of this technique. These techniques are, however, rather cumbersome to 
the patient and relatively expensive. This excludes a possible implication in regular CVD risk 
screenings. Instead of directly measuring plaque hypoxia, we hypothesized that the highly 
hypoxia specific induced protein CAIX could function as a proxy of plaque hypoxia (chapter 
7). Although shed soluble CAIX did not show any association with CVD or CVE in the CODAM 
cohort,  plaque  resident  CAIX  still  has  potential  and  should  be  explored  further  in  for 
example the Athero‐Express plaque protein lysate cohort. In practice, a future retrospective 
cohort study could  identify whether plaque bound CAIX associates with a future, second 
CVE.  This  information  might  aid  in  decision  making  whether  or  not  to  start  additional 
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pain  and  diabetes  type  2  [6‐8].  In  addition,  in  about  50%  of  all  patients,  the  desired 
cholesterol  target  values  are  not  achieved  within  the  first  2  years  after  initiation  of 
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none of  these  compounds have  led  to  the desired  impact on  lipid  lowering, or CVD risk 
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receptor  internalization  was  proven  to  be  a  more  successful  approach  in  lowering  LDL 
cholesterol  levels,  and  preventing  cardiovascular  events  (CVE)  [16].  However,  these 
monoclonal antibodies are still very expensive, and not cost‐effective when used to treat 
dyslipidemia  in  the  general  population  [17].  Hence,  this  leaves  a  niche  to  explore  new 
avenues for lowering circulating non‐HDL cholesterol. 
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Until  now,  following  the  results  from  this  thesis  (chapter  4,  5,  6)  it  seems  that  PHD1 
inhibition  is  the  safest  and most  desirable way  to  go.  The  cholesterol  reducing  effect  is 
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convincing, and also the complimentary anti‐inflammatory, and glucose lowering effect can 
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are required: 1) design of compound for target, 2)  in vitro and small animal efficacy and 
toxicity studies, 3) large animal efficacy and toxicity studies, 4) human phase 1‐2‐3 studies, 
5)  long‐term,  high  powered  human  randomized  control  study.  Since  PHD  inhibiting 
compounds have already proven to lower circulating cholesterol in humans, and Fibrogen 
already completed step 1,  it would be  interesting  if a  future collaboration with Fibrogen 
would allow us to carry out step 2 to see whether this compound indeed lowers circulating 
lipid  levels and plaque formation  in mice, similar  to PHD1 whole body knockout mice.  If 
Fibrogen’s compound turns out to be effective in mice, studies in large animals will follow 
and if successful, eventually clinical trials in humans. In practice this would mean that step 
3, 4 and 5 are still required, taking approximately 10 – 15 years, for PHD1 selective inhibitors 
to reach the market.  
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Plaque hypoxia  is  present  in  human atherosclerotic  plaques  [28]  and  aggravates  plaque 
development  (chapter  3).  It  is  possible  to measure plaque hypoxia  in  vivo with  imaging 
techniques using  radioactively  labeled, hypoxia homing compounds  in  combination with 
PET/MR or PET/CT scanning [29‐30]. Excitingly, human symptomatic carotid plaque showed 
enhanced FMISO uptake compared to the asymptomatic contralateral carotid [31] proving 
the possibilities of this technique. These techniques are, however, rather cumbersome to 
the patient and relatively expensive. This excludes a possible implication in regular CVD risk 
screenings. Instead of directly measuring plaque hypoxia, we hypothesized that the highly 
hypoxia specific induced protein CAIX could function as a proxy of plaque hypoxia (chapter 
7). Although shed soluble CAIX did not show any association with CVD or CVE in the CODAM 
cohort,  plaque  resident  CAIX  still  has  potential  and  should  be  explored  further  in  for 
example the Athero‐Express plaque protein lysate cohort. In practice, a future retrospective 
cohort study could  identify whether plaque bound CAIX associates with a future, second 
CVE.  This  information  might  aid  in  decision  making  whether  or  not  to  start  additional 
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medication in order to prevent a possible secondary CVE. Unfortunately, plaque material 
will not be available  from every patient, as  this  requires excision of the plaque, which  is 
usually a drastic intervention. Instead, it would be desirable to visualize plaque CAIX content 
in a non‐invasive way. This may be possible, using PET tracer labeled, CAIX targeting small 
molecular compounds [32]. These compounds have been proven to  identify primary and 
metastatic cancer in mice [33]. PET labeled CAIX targeting compounds have been tested in 
humans,  in  several  types of  cancer  for different  purposes  and were not  found  to  cause 
major adverse effects (clinical trial number NCT00199875, NCT00606632 [34]). Heidelberg 
Pharma  was  the  first  to  produce  such  a  compound  for  this  purpose  and  may  thus  be 
interested in collaborating with us in order to extend the use of their compound.  
 
Apart from diagnostic potential, plaque hypoxia also has potential as a treatment target. 
Reduction  of  plaque  hypoxia  could  reduce  necrotic  plaque  content  (chapter  3)  which 
happens to be an independent predictor of plaque stability [35‐36]. It is not known whether 
restoration of plaque oxygen  levels will alleviate plaque necrosis  in humans as well. The 
most feasible option would be to  reoxygenate the plaque via continuous positive airway 
pressure therapy (cPAP) with carbogen gas, rather than ambient air. This would ensure an 
extensive, overnight reoxygenation of the plaque as opposed to a cumbersome 90 minute 
session  during  daytime.  Further  research  should  rule  out whether  patients with  proven 
plaque  hypoxia,  following  treatment  with  carbogen  gas  supplying  cPAP  therapy,  would 
indeed show a reduction of plaque hypoxia, development, and most importantly future CVE.  
 
Although removing a cause of plaque aggravation such as hypoxia, would be desirable to 
counteract atherogenesis, it does not seem very feasible to provide everyone suffering from 
atherosclerosis  a  cPAP  device.  Instead,  downstream  effectors  of  plaque  hypoxia  that 
aggravate atherosclerosis could be a treatment target. Here, CAIX comes into play again. 
Chapter 7 revealed that CAIX is expressed by plaque macrophages and that this protein may 
be involved in atherosclerotic plaque development. Our initial exploration into the effects 
of  CAIX  on  macrophage  function  could  not  show  major  potentially  plaque  aggravating 
features. It is encouraging, however, that if future research will identify a role for CAIX in 
atherogenesis, there are already numerous CAIX targeting compounds under development. 
Roughly three different types of CAIX targeting drugs are currently being developed. These 
include  CAIX  targeting  monoclonal  antibodies  (such  as  Girentuximab),  small  molecular 
compounds [37] and CAIX targeting nanoparticles [38]. It would be interesting to explore 
the effects of these drugs on murine plaque development and assess the potential use for 
treatment of humans. Since girentuximab targets human CAIX, and antibodies are likely not 
protruding  efficiently  enough  into  the  plaque,  small  molecular  compounds  and 
nanoparticles are more viable treatment options to test on murine plaque development. 
Although the ‘compound discovery’ phase has already been achieved, pre‐clinical studies 
should first rule out rule out whether plaque development is indeed affected by these drugs. 
Hence, it will take at least 15 years before CAIX targeting drugs could be applied in human 
anti‐atherosclerotic therapy. 
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PHD interference certainly has potential to treat atherosclerosis. However, isoform specific 
compounds are needed to target a single PHD subtype instead of all three, which means, in 
case  of  a  cholesterol  lowering  compound,  a  PHD1  specific  inhibitor.  In  addition,  plaque 
reoxygenation was proven to alleviate plaque necrosis in mice, but carbogen gas treatment 
of patients does not seem practically achievable. Lastly, the field of CAIX targeting and PHD 
inhibiting compound development is extensive. Hence, there are sufficient openings to start 
collaborations  to  further  explore  the  diagnostic  and  therapeutic  possibilities  of  these 
proteins in atherogenesis. 
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interested in collaborating with us in order to extend the use of their compound.  
 
Apart from diagnostic potential, plaque hypoxia also has potential as a treatment target. 
Reduction  of  plaque  hypoxia  could  reduce  necrotic  plaque  content  (chapter  3)  which 
happens to be an independent predictor of plaque stability [35‐36]. It is not known whether 
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counteract atherogenesis, it does not seem very feasible to provide everyone suffering from 
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[14C]CO  [14C]cholesteryl oleate  
[3H]TO  Glycerol tri[3H]oleate  
64Cu‐ATSM  Copper‐64 labeled diacetyl‐bis (N4‐methylthiosemicarbazone) 
8OH‐dG  8‐hydroxy‐2’deoxy‐guanosine 
A20  Tumor necrosis factor‐induced protein 3  
AAIx  Ankle‐arm index 
ABCA1  ATP‐binding cassette family member A1  
ABCB1a/b  ATP‐binding cassette, sub‐family B 1a/b  
ABCG1  ATP‐binding cassette family member G1  
ABCG5/8  ATP‐binding cassette, subfamily G, member 5/8 
ACAT2  Acetyl‐CoA acetyltransferase 2 
ADAM17/TACE   A disintegrin and metalloproteinase 17 
Akt  Protein kinase B 
AMPKα  5'‐AMP‐activated protein kinase catalytic subunit alpha 
Angptl2  Angiopoietin‐related protein 2  
aP2  Adipocyte protein 2  
ApoE  Apolipoprotein E 
ASBT  Apical sodium dependent bile Acid Transporter 
αSMA  Alpha smooth muscle cell actin  
ASO  Antisense oligonucleotide 
ATP  Adenosine triphosphate 
AUC  Area under the curve 
Bcl‐XL   B‐cell lymphoma‐extra large 
BMT  Bone marrow transplantation 
BNIP3  BCL2/adenovirus E1B 19 kDa protein‐interacting protein 3 
C57/Bl6  C57 black 6 
CAF  Cancer associated fibroblast 
CAIX  Carbonic anydrase IX  
cAMP  Cyclic adenosine monophosphate 
Car9  Carbonic anhydrase 9 (gene) 
cDC  Conventional dendritic cell 
CETP  Cholesteryl ester transfer protein  
cIMT  Carotid intima‐media thickness 
CKD  Chronic kidney disease 
CMP  Common myeloid progenitor  
Col1a2  Collagen, type 1, alpha 2 
Col3a1  Collagen, type 3, alpha 1 
cPAP  Continuous positive airway pressure therapy 
Cre  Cre recombinase 
CT  Computed tomography 
CTGF  Connective tissue growth factor  
CVD   Cardivoascular disease 
CVE  Cardiovascular event 
CXCL1  Chemokine (C‐X‐C motif) ligand 1 
DAPI  4′,6‐diamidino‐2‐phenylindole 
DC  Dentritic cell 
DCFDA  2',7' –dichlorofluorescin diacetate  
DM2  Diabetes type 2 
DMOG  Dimethyloxalylglycine  
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DPB  Diastolic blood pressure 
EC  Endothelial cell 
ECM  Extracellular matrix 
EdU  5‐ethynyl‐2′‐deoxyuridine 
eGFR  Estimated glomerular filtration rate 
EMP  Erythrocyte‐megakaryocyte progenitors  
EndMT  Endothelial‐to‐mesenchymal transition 
EPO   Erythropoietin  
FAS  Fatty acid synthase 
FDG  18F‐fluorodeoxyglucose  
FGF19  Fibroblast growth factor 19  
FIH  Factor inhibiting HIF 
FMISO  18F‐fluoromisonidazole  
FXR  Farnesoid X receptor 
GMP  Granulocyte‐macrophage progenitor  
h/nPASMC  human/mouse pulmonary artery smooth muscle cell 
Hb  Hemoglobin 
HCD  High‐cholesterol diet 
HDL  High density lipoprotein 
HE  Hematoxylin and eosin 
HFD   High‐fat diet 
HIF   Hypoxia inducible factor 
HMGCR  3‐hydroxy‐3‐methyl‐glutaryl‐coenzyme A reductase 
HOMA‐IR  Homeostatic model assessment of insulin resistance 
HRE  Hypoxia responsive element 
HRP  Horseradish peroxidase 
HSC  Hepatic stellate cells 
Ht  Hematocrit 
HUVEC  Human umbilical endothelial vascular cell 
HX4  18F‐2‐(4‐((2‐nitro‐1H‐imidazol‐1‐yl)methyl)‐1H‐1,2,3‐triazol‐1‐yl)propan‐1‐ol 
ICAM  Intercellular adhesion molecule  
IFNγ  Interferon gamma  
IGM  Impaired glucose metabolism 
IKKβ/γ  Inhibitor of NF‐κB Kinase beta/gamma  
IL1‐β  Interleukin 1 beta 
IL‐4/6/10  Interleukin 4/6/10 
iNOS  Inducible nitric oxide synthase  
IPH  Intra plaque hemorrhage 
IRS‐2  Insulin receptor substrate 2  
ISH  In situ hybridisation 
IT  Intimal thickening 
ko  Knockout 
LCAT  Lecithin: cholesterol acyltransferase  
LDL  Low density lipoprotein 
LDLr  Low density lipoprotein receptor 
Lp(a)  Lipoprotein little a 
LPL  Lipoprotein lipase 
LPS  Lipopolysaccharide  
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LRP  LDL receptor‐like protein 
LXR  Liver X receptor 
Ly6C  Lymphocyte antigen 6 C 
LysM  Lysozyme M 
MAC3  Lysosomal‐associated membrane protein 2 
MCHC  Mean cell hemoglobin concentration  
MCP‐1  Monocyte chemotactic protein 1  
MEP  Megakaryocyte‐erythroid progenitor 
MERTK  MER proto‐oncogene, tyrosine kinase 
mmHG  Millimetre of mercury 
MMP  Matrix matalloproteinase 
MR  Mannose receptor 
MRI  Magnetic resonance imaging 
MRP8  Myeloid‐related protein 8 
mTOR  Mammalian target of rapamycin 
NF‐κB  Nuclear factor kappa B 
NGM  Normal glucose metabolism 
NPC1L1  Niemann‐Pick type C1 Like protein 1  
OSAS  Obstructive sleep apnea syndrome 
oxLDL  Oxidized low density lipoprotein  
P4H  Collagen prolyl 4‐hydroxylase 
PAD  Peripheral artery disease 
PCSK9  Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 
pDC  Plasmacytoid dendritic cell 
PDGF  Platelet derived growth factor 
PDGFRβ  Platelet derived growth factor receptor β 
PET  Positron emmision tomography 
PHD  HIF‐prolyl hydroxylase 
PHD  HIF prolyl hydroxylase domain  
PI3k  Phosphoinositide 3‐kinase 
PIT  Pathologic intimal thickening 
PPARα  Peroxisome proliferator‐activated receptor alpha 
Prox1  Prospero homeobox protein 1 
pVHL  Von Hippel–Lindau tumor suppressor  
RBC  Red blood cell 
RCT  Reversed cholesterol transport 
ROS  Reactive oxygen species 
sCAIX  Soluble carbonix anhydrase IX 
sCAIX  Soluble carbonix anhydrase IX 
SDF‐1α  Stromal cell‐derived factor 1 alpha  
siRNA  Small interfering RNA 
SLE  Systemic lupus erythematodes 
Smad3  Mothers against decapentaplegic homolog 3 
SMC  Smooth muscle cell 
Smmhc  Smooth muscle myosin heavy chain 
SPB  Systolic blood pressure 
SRA  Scavenger receptor A 
SR‐B1  scavenger receptor class B member 1  
SREBP  Sterol regulatory element‐binding protein 
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TBR  Tissue‐to‐background ratio  
TF  Tissue factor 
TG  Triglyceride 
TGFβ  Transforming growth factor beta 
Th1  T helper 1 cell 
Th17  T helper 17 cell 
TICE   Trans‐intestinal cholesterol excretion  
Tie2  Angiopoietin‐1 receptor 
TIMP  TIMP metallopeptidase inhibitor 
TkFCA  Thick fibrous cap atheroma 
TNFα  Tumor necrosis factor alpha  
Treg  Regulatory T‐cell 
TSH  Thyroid stimulating hormone  
TUNEL  Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 
Vav  vav I oncogene 
VCAM  Vascular cell adhesion molecule 
VE‐Cadherin  Vascular endothelial cadherin 
VEGF  Vascular endothelial growth factor  
VLDL   Very low density lipoprotein 
VSMC  Vacular smooth muscle cell 
WAT  White adipose tissue  
WBC  White blood cell 
WTD  Western type diet 
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Om maar met een cliché af te trappen: een proefschrift schrijf je niet alleen. Zeker niet het 
boekje dat nu voor je ligt. Door toeval ben ik in de positie gekomen aan dit traject te kunnen 
beginnen. Het eindproduct is het resultaat van een team waarvan ik deel uitmaakte. 
 
Dr.  Sluimer,  Judith.  Dit  avontuur  was  zonder  jou  nooit  begonnen.  Tijdens  een 
onderwijsgroep in jaar 1 van geneeskunde was jij m’n tutor.  Ik had veel stof van dit blok 
(circulatie  en  longen)  al  eerder  gehad  in  het  jaar  hiervoor,  toen  ik  nog  biomedische 
wetenschappen studeerde. Het viel je op dat ik met die extra achtergrondkennis meer te 
vertellen had tijdens de onderwijsgroep dan medestudenten. Toen  ik wat  traag met het 
inpakken van mijn spullen was aan het einde van een bijeenkomst was  ik met stomheid 
geslagen toen je me vroeg eens langs te komen op het lab. Of onderzoek niet iets voor me 
was.  Ik  vond  het  redelijk  overweldigend  de  eerste  keer:  samen met  Anique  een  αSMA 
kleuring op lever weefsel gedaan. Ik heb de coupes nog steeds bewaard! Door de jaren heen 
kwakkelde de motivatie soms, maar je hebt me meer dan eens terug bij de les geroepen 
waardoor ik weer verder kon. Ik heb veel van je geleerd, misschien wel meer dan ik me nu 
besef.  Het  logisch  redeneren  over  vervolg  experimenten,  het  opstellen  van  artikelen, 
beursaanvragen, artikelen reviewen, presenteren, enzovoorts. Bedankt voor de kans die je 
me geboden hebt. 
 
Prof. dr. Erik Biessen, na onze maandelijkse meeting kwam liep mijn hoofd meestal over 
van de informatie. Bedankt voor je input en memorabele speeches door de jaren heen.  
Prof.  dr.  Coen  Stehouwer,  ik  wil  u  bedanken  voor  onze  bijeenkomsten  waarin  ik 
waardevolle inzichten opdeed, met name op gebied van epidemiologie, maar ook over mijn 
eventuele toekomst als specialist in een ziekenhuis.  
 
I would like to thank the members of the assessment committee prof. dr. Marc Vooijs, prof. 
dr. Paul Quax, prof. dr. Ira Tabas, dr. Julie Staals, and dr. Miranda Schram for the time and 
effort you spent on the judgement and defense of my thesis. 
 
Jenny en Kim, mijn paranimfen. Bedankt voor jullie hulp tijdens de laatste weken van mijn 
promotietraject! 
Jenny, ik was nogal sceptisch toen Judith vertelde dat jij mijn collega zou worden. Ik kende 
je natuurlijk maar vaag van de opleiding die we samen gevolgd hadden. Hoe anders ben ik 
over je gaan denken gedurende die 2,5 jaar dat ik op de afdeling rond liep. Pure goedheid 
bestaat  niet,  maar  jij  benadert  het  wel  tot  op  akelig  kleine  afstand.  Bij  het  geringste 
vermoeden van je dat ik het even druk had of me niet zo goed voelde bood je aan om bij je 
te eten en of  je  iets voor me kon betekenen.  Ik heb soms gedacht, wat moet Renzo niet 
denken als ik opeens bij jullie thuis ben, maar dat is net zo’n goedaardig dier als jij. Ik ga de 
gesprekken tussendoor over games, politiek schurende kwesties en werk met je wel missen. 
En wie moet ik nu plagen op kantoor?! Veel succes in de toekomst!  
Kim,  met  blote  handen  ijzer  breken  lukt  geen  mens,  maar  Kim  kan  het  met 
labhandschoentjes aan. Wat kun jij bergen werk verzetten als het moet! Van jou heb ik ook 
veel geleerd op het  lab.  Ik voelde me toch altijd wel de onhandige geneesko naast  jouw 
vlotte pipetteerwerk en celkweekskills. Samen hebben we hoofdstuk 6 van dit proefschrift 
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uit de grond gestampt, met veel voorwerk van Thomas en Elke. Ik hoop dat het nog op een 
leuke publicatie mag uitlopen. Veel succes met het afronden van je eigen promotie. Zoals ik 
je ken, kan dat geen probleem voor je worden. 
 
Dr. Theelen en dr. Marsch, Thomas en Elke, jullie waren mijn eerste échte collega’s! Ik heb 
veel van jullie mogen leren. De fijne kneepjes van het rootjes snijden, immunohistochemie, 
qPCR… dit alles is voor veel beginnende ‘wet‐lab’ PhD studenten wat vanzelfsprekender dan 
voor een geneesko als ik. Het moet jullie wat geduld gekost hebben! Wat jullie me bovenal 
ook  duidelijk  hebben  gemaakt  is  dat  de  lol  niet  onder  een  ‘onderzoekcarrière’  hoeft  te 
lijden.  Ik  mocht  na  lief  vragen  van  Judith  mee  op  mijn  allereerste  congres:  de 
cardiovasculaire conferentie te Ermelo, 2014. Razend interessant al die praatjes, maar jullie 
keken met name uit naar het diner. Thomas: “Je moet zoveel mogelijk wijn drinken tijdens 
het diner, dan is het nog gratis!”. Zo geschiede. Wat een zure ochtend toen de wekker ging 
na  luttele uurtjes slaap. De wekker stond zo scherp dat opstaan, aankleden en ontbijten 
vóór de eerste lezing niet langer dan 15 minuten in beslag zou mogen nemen. In Ermelo 
leerde ik, geheel in deze context, ook mijn eerste Duitse gezegde: ein gutes Pferd springt 
knapp. Over paarden gesproken, Elke wat kon jij werken als een paard. Je rende letterlijk 
de  gang  over  en  ik  moest  dan  ook  in  draf  achter  je  aan  het  lab  op  als  we  samen 
experimenten gingen doen. Een groot deel van het werk in dit boekje is door jou verricht en 
daar ben ik je heel erg dankbaar voor. Bij het uitchecken in Ermelo bleek er overigens nog 
een rekening open te staan op de kamer van Thomas en mij… €100,‐ kapotgeslagen aan de 
bar na dat diner. Het was de nu nog levendige herinnering waard. 
 
Prof.  dr.  Axel  zur  Hausen,  bedankt  voor  het  vele malen  aanbieden  van  de  kans  om de 
klinische  kant  van  de  pathologie  op  te  gaan  en  patholoog  te  worden.  Ik  hou  de  optie 
voorlopig graag open!  
 
Dr. Goossens, Pieter, de enige man die zoveel feiten kennis heeft en tóch denkt dat de zon 
om Vlaanderen heen draait, in plaats van andersom. Zoals ik al zei stond ik soms te kijken 
van je feitenkennis. Jij kent een macrofaag nog beter dan je eigen broekzak! Ik ga het missen 
hoe we met z’n tweeën fijn mensen op de kast konden jagen door advocaat van de duivel 
te spelen en politiek, tegenwoordig, zwaar incorrecte standpunten te verdedigen. Met vaak 
niet eens de misselijkste argumenten. Ik hoop dat je je droom ooit kunt verwezenlijken, je 
eigen lab in Goossens Dendermonde University.  
Dr.  Wetzels,  Suzan,  de  nieuwste  roomie  nadat  je  voorganger  met  de  noorderzon  was 
vertrokken. Jij ook bedankt voor je inzichten en je tips voor het maken van mijn boekje. 
 
Renée en Ruud, de twee nieuwste maar zeker niet minste aanwinsten voor team Sluimer. 
Bedankt voor  jullie hulp bij  verschillende experimenten!  Jullie ook veel  succes met  jullie 
verdere promotie traject. 
Margaux, heel erg bedankt voor je hulp bij HCA experimenten, wanneer iemand de macro’s 
veranderd had en ik er niet uit kwam. Natuurlijk ook bedankt voor alle lol die we samen op 
het lab hebben gehad (James Bond lab chair sliding!). Succes bij je nieuwe baan. 
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Om maar met een cliché af te trappen: een proefschrift schrijf je niet alleen. Zeker niet het 
boekje dat nu voor je ligt. Door toeval ben ik in de positie gekomen aan dit traject te kunnen 
beginnen. Het eindproduct is het resultaat van een team waarvan ik deel uitmaakte. 
 
Dr.  Sluimer,  Judith.  Dit  avontuur  was  zonder  jou  nooit  begonnen.  Tijdens  een 
onderwijsgroep in jaar 1 van geneeskunde was jij m’n tutor.  Ik had veel stof van dit blok 
(circulatie  en  longen)  al  eerder  gehad  in  het  jaar  hiervoor,  toen  ik  nog  biomedische 
wetenschappen studeerde. Het viel je op dat ik met die extra achtergrondkennis meer te 
vertellen had tijdens de onderwijsgroep dan medestudenten. Toen  ik wat  traag met het 
inpakken van mijn spullen was aan het einde van een bijeenkomst was  ik met stomheid 
geslagen toen je me vroeg eens langs te komen op het lab. Of onderzoek niet iets voor me 
was.  Ik  vond  het  redelijk  overweldigend  de  eerste  keer:  samen met  Anique  een  αSMA 
kleuring op lever weefsel gedaan. Ik heb de coupes nog steeds bewaard! Door de jaren heen 
kwakkelde de motivatie soms, maar je hebt me meer dan eens terug bij de les geroepen 
waardoor ik weer verder kon. Ik heb veel van je geleerd, misschien wel meer dan ik me nu 
besef.  Het  logisch  redeneren  over  vervolg  experimenten,  het  opstellen  van  artikelen, 
beursaanvragen, artikelen reviewen, presenteren, enzovoorts. Bedankt voor de kans die je 
me geboden hebt. 
 
Prof. dr. Erik Biessen, na onze maandelijkse meeting kwam liep mijn hoofd meestal over 
van de informatie. Bedankt voor je input en memorabele speeches door de jaren heen.  
Prof.  dr.  Coen  Stehouwer,  ik  wil  u  bedanken  voor  onze  bijeenkomsten  waarin  ik 
waardevolle inzichten opdeed, met name op gebied van epidemiologie, maar ook over mijn 
eventuele toekomst als specialist in een ziekenhuis.  
 
I would like to thank the members of the assessment committee prof. dr. Marc Vooijs, prof. 
dr. Paul Quax, prof. dr. Ira Tabas, dr. Julie Staals, and dr. Miranda Schram for the time and 
effort you spent on the judgement and defense of my thesis. 
 
Jenny en Kim, mijn paranimfen. Bedankt voor jullie hulp tijdens de laatste weken van mijn 
promotietraject! 
Jenny, ik was nogal sceptisch toen Judith vertelde dat jij mijn collega zou worden. Ik kende 
je natuurlijk maar vaag van de opleiding die we samen gevolgd hadden. Hoe anders ben ik 
over je gaan denken gedurende die 2,5 jaar dat ik op de afdeling rond liep. Pure goedheid 
bestaat  niet,  maar  jij  benadert  het  wel  tot  op  akelig  kleine  afstand.  Bij  het  geringste 
vermoeden van je dat ik het even druk had of me niet zo goed voelde bood je aan om bij je 
te eten en of  je  iets voor me kon betekenen.  Ik heb soms gedacht, wat moet Renzo niet 
denken als ik opeens bij jullie thuis ben, maar dat is net zo’n goedaardig dier als jij. Ik ga de 
gesprekken tussendoor over games, politiek schurende kwesties en werk met je wel missen. 
En wie moet ik nu plagen op kantoor?! Veel succes in de toekomst!  
Kim,  met  blote  handen  ijzer  breken  lukt  geen  mens,  maar  Kim  kan  het  met 
labhandschoentjes aan. Wat kun jij bergen werk verzetten als het moet! Van jou heb ik ook 
veel geleerd op het  lab.  Ik voelde me toch altijd wel de onhandige geneesko naast  jouw 
vlotte pipetteerwerk en celkweekskills. Samen hebben we hoofdstuk 6 van dit proefschrift 
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uit de grond gestampt, met veel voorwerk van Thomas en Elke. Ik hoop dat het nog op een 
leuke publicatie mag uitlopen. Veel succes met het afronden van je eigen promotie. Zoals ik 
je ken, kan dat geen probleem voor je worden. 
 
Dr. Theelen en dr. Marsch, Thomas en Elke, jullie waren mijn eerste échte collega’s! Ik heb 
veel van jullie mogen leren. De fijne kneepjes van het rootjes snijden, immunohistochemie, 
qPCR… dit alles is voor veel beginnende ‘wet‐lab’ PhD studenten wat vanzelfsprekender dan 
voor een geneesko als ik. Het moet jullie wat geduld gekost hebben! Wat jullie me bovenal 
ook  duidelijk  hebben  gemaakt  is  dat  de  lol  niet  onder  een  ‘onderzoekcarrière’  hoeft  te 
lijden.  Ik  mocht  na  lief  vragen  van  Judith  mee  op  mijn  allereerste  congres:  de 
cardiovasculaire conferentie te Ermelo, 2014. Razend interessant al die praatjes, maar jullie 
keken met name uit naar het diner. Thomas: “Je moet zoveel mogelijk wijn drinken tijdens 
het diner, dan is het nog gratis!”. Zo geschiede. Wat een zure ochtend toen de wekker ging 
na  luttele uurtjes slaap. De wekker stond zo scherp dat opstaan, aankleden en ontbijten 
vóór de eerste lezing niet  langer dan 15 minuten in beslag zou mogen nemen. In Ermelo 
leerde ik, geheel in deze context, ook mijn eerste Duitse gezegde: ein gutes Pferd springt 
knapp. Over paarden gesproken, Elke wat kon jij werken als een paard. Je rende letterlijk 
de  gang  over  en  ik  moest  dan  ook  in  draf  achter  je  aan  het  lab  op  als  we  samen 
experimenten gingen doen. Een groot deel van het werk in dit boekje is door jou verricht en 
daar ben ik je heel erg dankbaar voor. Bij het uitchecken in Ermelo bleek er overigens nog 
een rekening open te staan op de kamer van Thomas en mij… €100,‐ kapotgeslagen aan de 
bar na dat diner. Het was de nu nog levendige herinnering waard. 
 
Prof.  dr.  Axel  zur  Hausen,  bedankt  voor  het  vele malen  aanbieden  van  de  kans  om de 
klinische  kant  van  de  pathologie  op  te  gaan  en  patholoog  te  worden.  Ik  hou  de  optie 
voorlopig graag open!  
 
Dr. Goossens, Pieter, de enige man die zoveel feiten kennis heeft en tóch denkt dat de zon 
om Vlaanderen heen draait, in plaats van andersom. Zoals ik al zei stond ik soms te kijken 
van je feitenkennis. Jij kent een macrofaag nog beter dan je eigen broekzak! Ik ga het missen 
hoe we met z’n tweeën fijn mensen op de kast konden jagen door advocaat van de duivel 
te spelen en politiek, tegenwoordig, zwaar incorrecte standpunten te verdedigen. Met vaak 
niet eens de misselijkste argumenten. Ik hoop dat je je droom ooit kunt verwezenlijken, je 
eigen lab in Goossens Dendermonde University.  
Dr.  Wetzels,  Suzan,  de  nieuwste  roomie  nadat  je  voorganger  met  de  noorderzon  was 
vertrokken. Jij ook bedankt voor je inzichten en je tips voor het maken van mijn boekje. 
 
Renée en Ruud, de twee nieuwste maar zeker niet minste aanwinsten voor team Sluimer. 
Bedankt voor  jullie hulp bij  verschillende experimenten!  Jullie ook veel  succes met  jullie 
verdere promotie traject. 
Margaux, heel erg bedankt voor je hulp bij HCA experimenten, wanneer iemand de macro’s 
veranderd had en ik er niet uit kwam. Natuurlijk ook bedankt voor alle lol die we samen op 
het lab hebben gehad (James Bond lab chair sliding!). Succes bij je nieuwe baan. 
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Olivia, special thanks to you. I think you did a wonderful job on the cover art! Does it surpass 
the Dragonite evolution chain though? Hard to choose. Thank you so much for the rather 
last‐minute drawing and painting job. 
 
Jan Nageldorf, Nagenhork, Nagenborg, whatever. Special thanks for your football skills and 
being really funny while being drunk! And teaching us how to properly drink from Das Boot. 
Good luck finishing your PhD! 
Anke, Chang, Daniëlle, Valeria, Adele, Han, thank you for contribution to this thesis and 
the fun we shared. All the best and good luck finishing your PhD! 
 
Dr. Gijbels, Marion, wat heb ik kunnen lachen met jou. Hart op de tong. Jou wil ik bedanken 
voor de tijd die je nam om samen naar coupes te kijken, wat erg leerzaam was en vooral 
heel leuk! En natuurlijk voor alle rootjes die je hebt gescoord.  
Dr. Temmerman, Lieve, bedankt voor al je hulp bij mijn FACS en HCA experimenten. Niet te 
vergeten  ook  voor  de  leuke,  weliswaar  niet  wetenschap  gerelateerde,  gepolariseerde 
discussies die we konden voeren! 
Dr. Donners, Marjo, helaas is het CAIX verhaal nooit toegekomen aan een fundamenteel 
deel waar we naar shedding gingen kijken. Bedankt voor je input door de jaren heen.  
Prof.  dr.  Baker,  Andy,  thanks  for  your  input  on  several  of  the  grants  I wrote  (although 
unfortunately in vain) and your input on, especially, chapter 6 of this thesis. Of course also 
a big thank you for your joyfulness on several parties! 
Francesca,  a  big  thanks  to  you  for  helping me with  the  in  situ  hybridization.  Good  luck 
finishing your PhD in Scotland. 
Clairy, bedankt voor je vele hulp bij diverse projecten van deze thesis! 
Anique, mijn allereerste dag ooit op het lab heb ik met jou doorgebracht. Ik weet het nog 
goed,  we  gingen  een  aSMA  kleuring  doen  op  lever  weefsel.  Het  leek  magie  voor  mij 
toentertijd.  De  coupes  heb  ik  nog  steeds  thuis  bewaard,  als  aandenken  aan  waar  het 
allemaal begon.  
Mat, nooit te beroerd om uitgebreid te tijd te nemen als ik vragen had. Bedankt voor het 
halen van mijn cellen, maar ook het leren van handige lab trucjes. 
Jacques, veel succes met de in situ hybridisaties en toekomstige projecten die je nog krijgt! 
Ik vond het heel prettig met je samen te werken 
Erwin, bedankt voor je hulp bij enkele FACS sessies. Ik hoop dat het trauma van het kistje 
ondertussen zijn plek heeft kunnen krijgen! 
Melissa and Thaïs, you both put a lot of effort in experiments mainly related to the CAIX 
chapter of this thesis, as a part of your student  internships. Thank you so much for your 
commitment and enthusiasm!  
Dr. Dubois, Ludwig, bedankt voor je hulp bij de seahorse experimenten en de brainstorm 
sessies over CAIX.  
Dr. Rouschop, Kasper, bedankt voor de mogelijkheid om mij experimenten te laten doen in 
jullie nieuwste hypoxische kast.  
 
De Zitterd boys, Jim, Stephan, Joël. Allemaal samen begonnen met studeren. Ja, dat begon 
al op de kleuterschool aan de Leyenbroekerweg. De een haakte wat eerder af dan de ander 
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met het leven in Maastricht, maar dat weerhoudt ons er nog niet van om al die tijd samen 
leuke dingen te blijven doen. Mijn vroegste herinneringen zijn die met jullie. Wedstrijdjes 
bij Fortuna, Oktoberfeest en natuurlijk niet te vergeten Vastelaovend. Die tradities houden 
we in ere! 
Symona, ik zou je tekort doen als ik je hier niet zou noemen, ondanks dat je niet meer de 
rol in mijn leven speelt zoals die ooit was. Ik wil jou bedanken voor je steun en voor je lieve 
woorden wanneer ik niet meer zo’n hoge dunk van mezelf had en ook niet wist wat ik met 
mijn toekomst wilde. Dat is heel waardevol voor me geweest. 
 
DDAMT Meridies. Man man man… Wat hebben jullie mijn leven op zijn kop gezet. Nu, bijna 
10 jaar nadat ik lid werd, kan ik terugkijken op een van de beste keuzes uit mijn leven. Ik 
heb mij ontwikkeld binnen deze groep, deels jongens, deels mannen, zoals dat nooit had 
kunnen gebeuren als ik jullie niet had gehad. Meridies is voor mij onlosmakelijk verbonden 
met Maastricht  en  deze  stad  zal mede  dankzij  jullie  altijd  aanvoelen  als  een warm  bad 
wanneer ik hier terugkom. Bedankt voor de prachtige jaren en soms beestachtige avonden! 
Over de motorkap! 
 
Kees, de Pool, de Mooij. Mijn bestie. Mijn BFF. Mijn (vooralsnog) eerste vrouw. Ik ben heel 
blij dat ik jou mijn beste vriend mag noemen. Sinds mijn tweede studiejaar, en jouw eerste, 
hebben we lief en leed gedeeld. We kunnen alles aan elkaar kwijt, destijds de strubbelingen 
van  studie,  later werk  en  ook  die  van  het  leven  in  het  algemeen.  Ik wil  geen  ‘bedankt’ 
zeggen, want dat woordje dekt de lading niet. Ik ga naar het noorden des lands, jij blijft nog 
even hier, maar we gaan gewoon verder waar we gebleven waren. Pik, ik hou van je. Ons 
trio  (PureWhey)  is  echter niet  compleet  zonder Mono  (Marco Claasen). Met  zijn drieën 
hebben we gouden tijden beleefd op Casa di Batti. Mono, je nuchtere blik op alles heeft 
vaak geholpen weer tot het inzicht te komen dat het leven slechts zo gecompliceerd is als 
je het zelf maakt. 
 
Frank Demandt  en  Inge Demandt‐Mulder,  lieve papa  en mama. Mensen die niet  tegen 
zoetsappig geneuzel houden mogen hier ophouden met lezen. Het is geen toeval dat deze 
mensen twee uiteindelijke dokters hebben grootgebracht.  Jullie  liefde en steun voelt als 
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